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A catepsina G (CG), proteinase 3 (PR3) e a elastase leucocitária humana (HLE) 
são proteases de serina envolvidas em processos inflamatórios e na degradação de várias 
proteínas da matriz proteica como a elastina e colagénio. O desequilíbrio entre estas 
proteases de serina e os seus inibidores endógenos origina uma excessiva degradação da 
elastina provocando patologias graves, tais como, enfisema pulmonar, fibrose cística, 
artrites reumatóides e síndroma respiratório agudo. A administração de inibidores 
sintéticos específicos pode resultar numa terapêutica eficaz para estas patologias. 
Neste trabalho procedeu-se ao design, síntese, estudos de actividade inibitória e 
estabilidade química a pH fisiológico de novos derivados β-lactâmicos com 
potencialidade para funcionarem como inibidores irreversíveis, especialmente da HLE. 
Foram sintetizadas N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas cuja azetidinona 
contém em C-3 grupos de reconhecimento primário (etilo ou  isopropilo) e grupos 
electroatractores em C-4 (fenilsulfonilo ou tioheterociclos) que aumentam a 
reactividade intrínseca do anel β-lactâmico. Na primeira série de inibidores 
potencialmente suicidas, o átomo N-1 foi ligado por um grupo metileno (C-1’) a um 
ácido carbamico, que funciona como um bom grupo abandonante. Em ensaios in vitro 
com a HLE, estes derivados demonstraram uma actividade inibitória fraca e dependente 
do tempo com constantes de inibição de segunda-ordem, kobs/[I], que variavam entre 40 
a 140 M-1s-1. Por sua vez, a actividade catalítica da enzima foi inibida em 40 a 60%. Em 
tampão fosfato, pH 7,4 a 37ºC, são compostos que se hidrolisam muito lentamente.  
Com o objectivo de optimizar a derivatização, na segunda série de compostos 
sintetizada, aumentou-se a nucleofugacidade da amina do anel β-lactâmico com a 
ligação de C-1’a um segundo grupo electroatractor, o etoxicarbonilo. 
As N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinona que resultaram da ciclização intramo- 
lecular entre o grupo etoxicarbonilo e a função carbamato, demonstraram uma maior 
capacidade em inibir a HLE conseguindo uma redução de 90 a 97% da sua actividade 
enzimática. Porém, as constantes de inibição de segunda-ordem são idênticas aos 
derivados da primeira série variando entre 24 a 144 M-1s-1. Possuem tempos de semi-
vida de 0,7 a 12h, em tampão fosfato, pH 7,4 a 37 ºC.      
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Em ambas as séries de derivados não se observou, nos ensaios in vitro, 
recuperação da actividade enzimática após um período de 24h, sugerindo uma inibição 
irreversível da HLE. 
A formação inesperada de oxazolidine-2,4-dionas, na segunda série de derivados 
β-lactâmicos, suscitou o interesse para esta estrutura como potencial inibidor da HLE. 
Foram sintetizadas N-aril-, N-acilaril- e N-sulfonilariloxazolidine-2,4-dionas. Nos 
ensaios in vitro utilizou-se a elastase suína (PPE) como modelo da HLE. As N-aril-5-
metiloxazolidine-2,4-dionas não inactivaram a PPE, contudo os compostos N-acilaril- e 
N-sulfonilaril-5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona inibiram esta enzima com constantes de 
segunda-ordem superiores a 467 e 255 M-1s-1, respectivamente. De facto, a N-acilaril-
5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona necessitou apenas de 9,3 equivalentes para inactivar 
completamente a PPE. Após a inibição, verificou-se uma rápida e espontânea 
recuperação da actividade enzimática, especialmente com o composto N-sulfonilaril-
5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona, provavelmente devido à formação de acil-complexos 
instáveis, PPE-I. 
 



















Cathepsin G (CG), proteinase 3 (PR3) and human leukocyte elastase (HLE) are 
serine proteases involved in inflammation and in various tissue matrix proteins 
degradation such as elastin and collagen. The imbalance between these serine proteases 
and their endogenous inhibitors leads to excessive elastin proteolysis that cause 
diseases, such as, emphysema, cystic fibrosis, rheumatoid arthritis and acute respiratory 
syndrome. The administration of specific synthetic inhibitors may consist in an efficient 
therapeutic of these diseases. 
In this work the design, synthesis, inhibitory activity and chemical activity at the 
physiological pH of new β-lactam derivatives were the aim to achieve potential 
irreversible inhibitors, especially to HLE. 
We synthesized N-(aminocarbonyl)methyl-2-azetidinones, where the azetidinone 
contains primary recognition groups at C-3 (ethyl or isopropyl) and electron-
withdrawing groups at C-4 (phenylsulfonyl or tioheterocycles), required for increasing 
the reactivity of β-lactam ring.  In a first series of potential suicide inhibitors, the atom 
N-1 was connected by a methylene group (C-1’) to a carbamic acid as a good leaving 
group. The in vitro assays with HLE of these derivatives showed weak time-dependent 
inhibition with second-order rate constants, kobs/[I], ranging from 40 to 140 M-1s-1. In 
turn, the enzymatic activity was inhibited by 40 to 60%. These compounds hydrolyzed 
very slowly in phosphate buffer, pH 7,4 at 37ºC.  
In order to optimize the derivatization, a second series was synthesized where C-1´ 
was attached to a second electron-withdrawing group, ethoxycarbonyl, which increase 
the ability of β-lactam amine as a leaving group. 
The N-(oxazolidine-2,4-dione)-2-azetidinones resulted from intramolecular 
cyclization between the ethoxycarbonyl group and the carbamate function. These 
compounds demonstrated a great efficiency to inhibit HLE, achieving a reduction in 
enzymatic activity between 90 to 97%. However, the second-order rate constants were 
identical to the first series derivatives, ranging from 24 to 144 M-1s-1. The half-lives 
observed for N-(oxazolidine-2,4-dione)-2-azetidinones, in phosphate buffer conditions, 
were between 0,7 to 12 hours. 
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The in vitro assays, realized with both series, the recovery of enzymatic activity 
wasn’t observed after a 24 hours period, suggesting an irreversible inhibition of HLE. 
The unexpected formation of oxazolidine-2,4-diones, attracted our interest to this 
structure as potential inhibitors of HLE, therefore N-aryl-, N-acylaryl- and N-
sulphonylaryloxazolidine-2,4-diones were synthesized. In vitro assays, we used the 
porcine elastase (PPE) as a HLE model. N-aryl-5-methyloxazolidine-2,4-diones were 
inactive over PPE, but N-acyl- and N-sulphonylaryl-5,5-dimethyloxazolidine-2,4-dione 
were inhibitors with second-order rate constants highest than 467 and 255 M-1s-1, 
respectively. In fact, N-acyl-5,5-dimethyloxazolidine-2,4-dione required only 9,3 
equivalents for complete inactivation of PPE. After inhibition, a rapid and spontaneous 
recovery of enzymatic activity was observed, especially with N-sulphonylaryl-5,5-
dimethyloxazolidine-2,4-dione,  probably due to a unstable acyl-complex PPE-I. 
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1.1 Proteases de Serina 
 
 
As proteases de serina representam cerca de um terço de todas as proteases 
conhecidas.1 A maioria destas enzimas são endopeptidases, ocorrendo a hidrólise da 
ligação amida a meio da cadeia polipeptídica do substrato específico, verificando-se a 
sua maior actividade a pH neutro (pH 7-9). 1,2 São caracterizadas por apresentarem no 
seu centro activo um resíduo de serina essencial para a catálise enzimática. Na 
realidade, a sua acção catalítica depende da tríade catalítica, constituída no caso da 
quimotripsina, pelos resíduos de Aspartato-102 (Asp-102), Histidina-57 (His-57) e 
Serina-195 (Ser-195), que se encontra bastante afastada na estrutura primária das 
enzimas, mas que é reunida no centro activo na estrutura terciária.2 
 
As proteases de serina são agrupadas em clãs tendo como base a evidência de uma 
única origem evolucionária. A evidência dessa origem comum é demonstrada pela 
semelhança da estrutura terciária, pela ordem dos resíduos do centro catalítico e 
frequentemente pela sequência dos amino-ácidos que rodeiam o centro catalítico. Cada 
clã é formado por uma ou normalmente várias famílias de proteases, sendo uma família, 
um conjunto de proteases homólogas em que cada membro apresenta uma grande 
analogia na sua estrutura primária.3,4 As cerca de 26000 proteases de serina estão 
agrupadas em 13 clãs e 40 famílias. 
A diferente combinação dos três resíduos da tríade catalítica resulta em quatro clãs 
(Tríades Catalíticas “Clássicas”) de proteases de serina que sugerem quatro diferentes 
origens. Estes clãs encontram-se representados pela quimotripsina (His-Asp-Ser), 
subtilisina (Asp-His-Ser), carboxipeptidase Y (Ser-Asp-His) e CLP protease (Ser-His-
Asp).1,4 
 
As proteases da família da quimotripsina são as mais abundantes na natureza 
podendo ser encontradas em eucariotas, procariotas, bactérias e vírus. Estas enzimas 
estão envolvidas em muitos processos fisiológicos dos quais se destacam: a digestão 
(quimotripsina, tripsina e elastase pancreática), resposta imunológica (triptase, catepsina 
G e elastase leucocitária), coagulação sanguínea (factor de coagulação VIIa, IXa, Xa, 
XIIa, trombina e proteína C), reprodução (antigénio específico da prostata, acroseína), 
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fibrinólise (uroquinase, plasmina), degradação e remodelação tecidular, activação de 
hormonas e factores de crescimento.5 
 
 
1.2 Mecanismo Catalítico  
 
 
 As proteases de serina que apresentam a tríade catalítica “clássica” têm um 
mecanismo catalítico muito idêntico entre si. Contudo o mecanismo que se irá descrever 
foi sobretudo analisado na família da quimotripsina. 
 
Para definir as interacções que ocorrem entre o substrato e a enzima, foi 
necessário desenvolver um sistema de denominações - nomenclatura de Schechter e 
Berger - no qual os sítios de ligação entre a enzima e o substrato são divididos em sub-
sítios a partir da ligação peptídica a cindir. Assim, cada sub-sítio enzimático (S1-Sn e 
S1’-Sn’) vai interagir com um determinado resíduo de amino-ácido do substrato 



























Figura 1.1 Interacções entre os sub-sítios enzimáticos e os resíduos de amino-ácidos do 
substrato. 
 
O mecanismo catalítico das proteases de serina pode ser dividido em duas partes: 
a reacção de acilação do resíduo de Ser-195 e a reacção de desacilação (Esquema 1.1- A 
e B). 
Após a formação do complexo de Michaelis-Menten entre a enzima e o substrato 
peptídico, o grupo hidroxilo do resíduo da Ser-195, activado pela catálise básica do anel 
de imidazol da His-57, actua como nucleófilo e ataca o grupo carbonilo da ligação 
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amida a cindir (ligação P1-P1’) formando-se um intermédio tetraédrico de elevada 
energia potencial. 
O intermédio tetraédrico aniónico é estabilizado por ligações de hidrogénio, 
formadas pelos grupos NH dos resíduos de Ser-195 e Gly-193, que no seu conjunto 
formam a cavidade oxoaniónica. O colapso deste intermédio tetraédrico ocorre por meio 
de catálise ácida, por transferência de um protão do anel protonado do imidazol da His-
57 ao grupo amino, que se transforma num bom grupo abandonante. A libertação da 



















































































































Na reacção de desacilação, uma molécula de água, assistida pela catálise básica do 
resíduo da His-57, actua como nucleófilo e ataca a acil-enzima formando-se um novo 
intermédio tetraédrico estabilizado pelos mesmos resíduos de amino-ácidos. O 
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intermédio colapsa, igualmente via catálise ácida pela His-57, originando o fragmento 
carboxílico, proveniente do substrato, e regenerando a Ser-195.5-8 
 
As mutações experimentais realizadas no resíduo de Aspartato confirmaram que é 
essencial a sua existência na catálise enzimática. Assim, foi comprovado que a His-57 
realiza uma forte ligação de hidrogénio entre o Nδ1-H do anel de imidazol e o grupo 
carboxilato do Asp-102. Esta ligação de hidrogénio permite que o Asp-102 participe na 
correcta orientação da His-57 relativamente à Ser-195 e como consequência a 
abstracção do protão do grupo hidroxilo pela His-57 é facilitada, aumentando a 
nucleofília da Ser-195.1,9 É uma ligação de hidrogénio que se mantém durante toda a 
reacção catalítica, estando o protão predominantemente localizado (85%) no Nδ1, facto 
corroborado pelo acoplamento de spins 15N-H e pelo deslocamento químico de 15N do 
Nδ1 da His-57.9-11  
 
A rede de ligações de hidrogénio presente no centro catalítico desempenha um 
papel crucial no mecanismo enzimático e na eficiência com que a enzima processa o 
respectivo substrato. Esta rede orienta e activa o substrato para a catálise, permite o 
aumento de nucleofilia do grupo hidroxilo da Ser-195 e contribui fundamentalmente 
para a estabilização: (i) da conformação do sítio activo da enzima (Figura 1.2); (ii) do 
estado de transição e do intermédio tetraédrico; (iii) da enzima acilada; (iv) do resíduo 





























Figura 1.2 Rede de ligações de hidrogénio da tríade catalítica.5 
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Em resumo, a tríade catalítica, a cavidade oxoaniónica e os amino-ácidos que as 
envolvem estão todos alinhados para facilitar a transferência electrónica e estabilizar as 
cargas que se desenvolvem à medida que a reacção catalítica progride, o que permite 
explicar o aumento de velocidade da reacção catalizada por um factor de 109, em 
relação à reacção não catalisada.7   
 
 
1.3 Especificidade Enzimática Primária 
 
 
A principal determinação da especificidade de uma protease de serina para um 
substrato peptídico ou inibidor é o sub-sítio S1 e o resíduo P1, respectivamente 
(especificidade primária). De acordo com os amino-ácidos existentes no sub-sítio S1 
assim se verifica a preferência da enzima para determinado resíduo P1 com o qual 
consegue estabelecer as interacções mais eficientes. 
Segundo estes sítios de reconhecimento primário, as proteases de serina podem ser 
classificadas em: (i) proteases semelhantes à quimotripsina se têm preferência por 
resíduos P1 grandes e hidrofóbicos como os resíduos de Phe, Tyr ou Trp; (ii) proteases 
semelhantes à tripsina que se ligam em S1 a resíduos carregados positivamente como os 
resíduos de Arg ou Lys; (iii) proteases semelhantes à elastase que por terem uma 
cavidade pequena em S1 se ligam preferencialmente a resíduos pequenos e alifáticos 
como a Gly, Ala ou Val. (Figura 1.3). 6,12 
 
O reconhecimento do substrato também é efectuado, nas proteases de serina, por 
interacções longe da ligação a cindir (sítios de reconhecimento secundário). Os sub-
sítios S2-Sn e S1’-Sn’ ou sítios de ligação remotos, podem concertadamente com o sub-
sítio S1, determinar a especificidade e acelerar a hidrólise do substrato.5 Para as 
elastases, estas interacções secundárias são particularmente importantes porque o seu 
sub-sítio S1 é pequeno, acomodando pequenos resíduos P1, não permitindo que a ligação 
S1-P1 seja  dominante, ao contrário do que acontece com o reconhecimento efectuado, 














































P1=Phe, Tyr ou Trp P1=Arg ou Lys P1=Gly, Ala ou Val
 
 
Figura 1.3 Especificidade primária das proteases de serina.6 
 
 
1.4 Proteases de Serina com Acção Inflamatória 
 
1.4.1 Os Neutrófilos no Processo Inflamatório 
 
A inflamação é um fenómeno complexo, caracterizado pela intervenção e 
interdinâmica de vários tipos de células como, neutrófilos, mastócitos, linfócitos, 
monócitos, eosinófilos e mediadores pró-inflamatórios: prostaglandinas, leucotrienos, 
citocinas, quimocinas, espécies reactivas oxigenadas, factores de crescimento, 
receptores celulares e as proteases de serina, especialmente a elastase leucocitária 
(HLE), catepsina G (CG), proteinase 3 (PR3), quimase e triptase.  
 
Em indivíduos saudáveis, os inibidores endógenos das proteases de serina 
confinam a actividade das proteases, presentes no meio extracelular, ao ambiente celular 
circundante. Esta apertada regulação da proteólise enzimática permite um desempenho 
normal nos processos fisiológicos de migração celular, na reparação e remodelação de 
tecidos e na penetração das barreiras tecidulares.  
Ao surgir um processo inflamatório, os neutrófilos em circulação são das 
primeiras células que chegam aos locais de inflamação, formando a primeira linha de 
defesa contra as infecções bacterianas. Como tal, a principal função intracelular das 
proteases de serina é a digestão de microorganismos fagocitados em combinação com 
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péptidos anti-microbianos e com o sistema NADPH-oxidase que produz metabolitos 
oxigenados.13,14 
 No entanto, quando os neutrófilos são expostos a citocinas e quimocinas resulta 
uma rápida mobilização dos grânulos azurofílicos para a superfície celular. Uma 
quantidade mínima das proteases de serina dos neutrófilos é libertada para o meio 
envolvente, mas a maioria fica ligada à superfície da membrana do neutrófilo onde 
mantem a sua actividade catalítica, permitindo a penetração de barreiras durante a 
migração celular, regulando a permeabilidade vascular e tendo actividades pro-
inflamatórias durante a resposta inflamatória. Em neutrófilos não estimulados a 
quantidade de HLE, CG e PR3 expressa pela membrana é reduzida. 2 
 
A exagerada e prolongada destruição da matriz proteica dos tecidos, in vivo, por 
parte das proteases de serina dos neutrófilos e da qual resulta danos massivos com 
consequências fisiopatológicas graves verifica-se quando:  
(i) as enzimas no meio extracelular são fracamente inibidas pelos seus inibidores 
endógenos, também denominados de serpinas, por estes se encontrarem com menor 
capacidade inibitória devido à sua oxidação provocada por exemplo pelo fumo do 
tabaco.15 A insuficiente inibição pode também ser resultante de níveis reduzidos dos 
inibidores, quer devido a desordens genéticas,12 quer por inactivação proteolítica das 
serpinas por várias enzimas como as metaloproteases, HLE e catepsina B.15  
(ii) as enzimas livres que se ligam fortemente ao substrato são resistentes à 
inactivação pelos inibidores endógenos.2,15 Estudos in vitro demonstraram que a HLE 
liga-se fortemente à elastina e cartilagens, tendo sido localizada em cartilagens de 
articulações de pacientes com artrite reumatóide.2 
(iii) os neutrófilos que estão em contacto directo com o substrato podem formar 
compartimentos estreitos selectivos, muito concentrados em enzimas e que excluem os 
inibidores de elevada massa molecular,15 contudo os inibidores da HLE de menor massa 
molecular conseguem bloquear a catálise enzimática mesmo nestes ambientes.16 
(iv) a migração de inúmeros neutrófilos que foram recrutados por mediadores, 
para os tecidos, liberta elevadas concentrações de enzimas que superam as quantidades 
circundantes de inibidores, deslocando o equilíbrio enzima/inibidor e favorecendo o 
ataque catalítico aos tecidos.2, 15, 16 
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Para além dos danos tecidulares o processo inflamatório passa igualmente pela 
activação/inactivação de mediadores pro-inflamatórios, por parte das proteases de serina 
dos neutrófilos permitindo a regulação, perpetuação ou terminação da resposta 
inflamatória.14, 17  
 
1.4.2 Caracteristicas Estruturais e Funcionais das Proteases de Serina dos 
Neutrófilos 
 
1.4.2.1 Elastase Leucocitária Humana 
 
A elastase leucocitária humana (HLE: EC3.4.21.37) é uma glicoproteína com uma 
única cadeia polipeptídica de 218 resíduos de amino-ácidos, extremamente catiónica, 
não contendo resíduos de lisina ou tirosina. É estabilizada por 4 pontes dissulfureto e 
duas ligações asparagina-hidrato de carbono nos resíduos Asn-109 e Asn-159.2,14 Para 
além de existir nos neutrófilos, em quantidade de 1,1 pg/célula,18 encontra-se também 
nos monócitos e mastócitos, em baixas concentrações.13  
A HLE apresenta 4 isoformas com sequências de amino-ácidos idênticas, 
diferindo basicamente na natureza do conteúdo em hidratos de carbono19, o que não 
altera as constantes cinéticas das isozimas com vários substratos e inibidores.20 
 
O sub-sítio S1 da HLE é pequeno, hemisférico e hidrofóbico devido à presença de 
Val-190, Phe-192, Ala-213, Val-216, Phe-228 e da ponte dissulfureto Cys-191-Cys-
220.21 Como tal, este sub-sítio tem preferência para pequenos resíduos hidrofóbicos, no 
substrato ou inibidor, como Val, Ala, Leu e Gly.13 Contudo, a actividade da HLE não 
depende somente do sítio de reconhecimento primário, mas também dos sub-sítios de 
reconhecimento secundários, S2-Sn e S1’-Sn’, como já foi referido. No caso da HLE, o 
reconhecimento dos resíduos de amino-ácidos específicos do substrato peptídico é 
extensível aos sub-sítios S5 a S3’.12, Existe alguma controvérsia neste assunto, porque 
estudos mais recentes indicam que na região S’, a influência na catálise pela HLE 
limita-se às interacções S1’-P1’ não se verificando nenhum efeito significativo em 
interacções para além deste sub-sítio.13 
O sub-sítio S2 é delineado por Phe-215, Leu-99 e o anel planar do imidazol da 
His-57, resultando numa cavidade bastante hidrofóbica. Como consequência, esta 
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cavidade tem preferência por amino-ácidos em P2 com cadeias laterais hidrofóbicas de 
tamanho médio como a prolina.21 Os substratos com resíduos de amino-ácidos 
carregados na posição P2 (Lys, Arg e Asp) sofrem uma menor catálise pela HLE. Por 
sua vez, os sub-sítios S3 e S4 acomodam preferencialmente resíduos de Ala.13 
O sub-sítio S1’ é relativamente hidrofóbico, sendo formado por Phe-41 e a ponte 
Cys-42-Cys-58, podendo acomodar todos os resíduos de amino-ácidos com excepção de 
Pro, resíduos N-metilados e resíduos hidrofóbicos grandes como por exemplo o Trp.21  
 
A actividade da HLE e de outras proteases de serina em meio extracelular ou 
ligadas à membrana dos neutrófilos é regulada pelas já referidas serpinas e também pelo 
inibidor universal, não específico, α2-macroglobulina, que é activo contra os quatro 
tipos de endopeptidases: proteases de serina, cisteína, aspártica e metaloproteases. É um 
rápido inibidor plasmático da HLE mas devido ao seu tamanho dificilmente migra do 
plasma para o espaço tecidular.12  
As serpinas são inibidores de elevada massa molecular (40 a 50 kDa) formados 
por 350 a 400 amino-ácidos, constituindo 2% do total das proteínas do plasma humano, 
dos quais 70% representam o inibidor α1-proteinase, α1-PI, (ou α1-antitripsina).22 A 
α1-PI é uma glicoproteína de 52 kDa que inibe preferencialmente e fortemente a HLE 
(Ki = 3.3 x 10-14 M-1)12, formando um complexo irreversível HLE-α1-PI. Cerca de 90% 
da HLE circulante apresenta-se como um complexo 1:1 com a α1-PI, sendo este 
complexo eliminado do plasma pelo sistema retículo-endotelial.23 Esta serpina consegue 
também inibir a PR3, CG, trombina, tripsina e quimotripsina.13   
Para além das serpinas, existem inibidores das proteases de serina de menor massa 
molecular, nomeadamente: o inibidor secretório da proteinase leucocitária (SLPI), uma 
proteína não glicosilada de 11.7 kDa, com 107 amino-ácidos que inibe de maneira 
reversível tanto a HLE como a CG, e a elafina, uma proteína não glicosilada de 6 kDa, 
composta por 57 amino-ácidos, que pode ser encontrada nas secreções dos brônquios e 
na pele.12,13 
 
1.4.2.2 Proteinase 3 
 
A Proteinase 3 (PR3: EC 3.4.21.76) é constituída por uma cadeia polipeptídica de 
228 amino-ácidos e tem 54% de homologia com a HLE.2 A forma madura desta enzima 
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é estabilizada por ligações de dissulfureto e ligações glicosídicas. Apresenta uma 
conformação inactiva no meio acídico dos grânulos azurofílicos, verificando-se a sua 
activação quando é deslocada para um meio com pH neutro.13 
Contrariamente à HLE e CG, a PR3 não está restringida aos grânulos azurofílicos, 
podendo ser encontrada na membrana de vesículas secretórias e em grânulos 
secundários. Para além dos neutrófilos (com aproximadamente 3,0 pg/célula) a PR3 
existe também nos monócitos maduros, nos basófilos e mastócitos.18 
É uma enzima que possui 3 isoformas que diferem na sua estrutura no conteúdo 
em hidratos de carbono, tal como a HLE. 
 
O sub-sítio S1 é hemisférico e aparentemente mais pequeno que a cavidade S1 da 
HLE, devido às substituições de Val-190 e Ala-213 por Ile-190 e Asp-13, respectiva- 
mente.24 Esta cavidade tem preferência em se ligar a resíduos alifáticos mais pequenos, 
que os indicados para a HLE, como a Ile, Leu e norLeu, embora também se ligue a 
resíduos como a Ala, Val e norVal.  
O sub-sítio S2 forma uma cavidade profunda e com grande polaridade devido à 
substituição de Leu-99 por Lys-99. Esta mudança leva a que acomode resíduos em P2 
carregados negativamente.  
Contrariamente a S2, a pequena cavidade S1’ tem preferência por resíduos P1’ 
carregados positivamente mas também aceita pequenos resíduos hidrofóbicos.13 
 Em termos gerais, na PR3, os sítios de ligação ao substrato que consistem nos 
sub-sítios de S4 a S3’, são mais polares que os correspondentes na HLE. Na realidade, 
são os sub-sítios S2, S1’, S2’ e S3’ que determinam a especificidade para a PR3 e que 
explicam a sua diferença em relação à HLE.13,25 
 
O inibidor endógeno de eleição para esta enzima parece ser o α1-PI, no entanto é 
menos potente a inibir a PR3 do que a HLE. Assim, se ambas as enzimas forem 
libertadas nas mesmas condições no tracto respiratório, Rao e colaboradores fizeram a 
previsão, baseada nas constantes cinéticas de inibição entre α1-PI e as duas enzimas, 
que o inibidor se ligará 89% à HLE e 11% à PR3. Como a PR3 não é inibida pelo SLPI, 
e a grande massa molecular de α2-Macrobulina diminui o seu fluxo para o espaço 
bronco-alveolar, não existe nenhum inibidor que rapidamente se oponha à sua 
1. Introdução 
                                                                                                                                                                                              13
actividade elastolítica, sugerindo estes resultados uma potencial participação da PR3 nas 
doenças inflamatórias do tracto respiratório.26,27 
Em pacientes com granulomatose de Wegener, os neutrófilos em circulação 
expressam nas suas membranas celulares uma grande quantidade de PR3, sendo esta 
enzima, o principal alvo para os autoanticorpos em circulação, os c-ANCA, produzidos 
por aquela doença. A ligação entre PR3-ANCA resulta na activação dos neutrófilos, 
com libertação para o meio extracelular de espécies oxigenadas e proteases que podem 
contribuir para a grave inflamação vascular que caracteriza esta doença.13,18 
 
1.4.2.3 Catepsina G 
 
A catepsina G (CG: EC 3.4.21.20) é uma enzima formada por uma cadeia 
polipéptidica de 235 resíduos de amino-ácidos, tem três pontes de dissulfureto e possui 
a cadeia lateral do resíduo Asp-64 ligada ao seu único hidrato de carbono. Compartilha 
com a HLE 37% de homologia na sua sequência polipeptídica.2 
Para além dos 0.85 pg/neutrófilo,18 a CG existe em pequena concentração nos 
manócitos e nos mastócitos não associados ao sistema imunitário, os MCTC, que contêm 
cerca de 12 pg/célula.28 Estes mastócitos para além de CG armazenam também quimase 
e triptase, duas enzimas que muito contribuem, para a acção inflamatória em doenças 
como a asma, artrites reumatóides, fibroses e dermatites atópicas.29-32 
A CG foi isolada dos grânulos primários dos neutrófilos como uma mistura de 3 
isoformas que diferem, como nas outras enzimas, no seu conteúdo em hidratos de 
carbono. 
 
Esta enzima acomoda dois tipos de resíduos de amino-ácidos no seu sub-sítio S1: 
amino-ácidos hidrofóbicos e grandes como, por exemplo, Phe, Leu e os amino-ácidos 
positivos, Lys ou Arg. Por sua vez, a ausência da ponte de dissulfureto, Cys-191-Cys-
220, melhora a flexibilidade da cavidade S1 e optimiza a ligação ao substrato.33  
Tal como outras enzimas da família da quimotripsina, o sub-sítio S2 tem uma 
grande preferência para o resíduo Pro em P2 e a presença de Lys-192 na cavidade S3 
poderá sugerir interacções favoráveis com um resíduo acídico em P3.  
Em relação aos sub-sítios S’, estudos de modelização molecular indicam que a 
Ser-40 em S1’ pode formar ligações de hidrogénio com um resíduo de Ser em P1’.13 
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A serpina específica para a CG é a α1-antiquimotripsina (ACT) que possui um 
resíduo de leucina em P1, ao contrário da α1-PI, que também a inibe, mas cujo resíduo é 
de metionina. Através de ensaios cinéticos de inibição de ambas as serpinas na CG, 
Duraton e colaboradores provaram que imediatamente à libertação de CG no plasma, 
esta é inibida formando complexos reversíveis, enzimaticamente inactivos, com a ACT 
e α1-PI (73% de CG é inibida pela ACT e 27 % pela α1-PI). Num segundo passo, estes 
complexos transformam-se em complexos irreversíveis, característicos das serpinas.34 
 
Para além da sua actividade elastolítica, que apesar de pequena é significativa, 
porque permite a hidrólise e solubilização de partes da elastina fibrosa que não são 
catalisáveis pela HLE,35 a CG também tem a capacidade de recrutar, activar e agregar 
plaquetas.34,36 A rápida conversão de angiotensina I em angiotensina II foi outra função 
biológica da CG comprovada in vitro.37 
 
Algumas actividades biológicas da HLE, CG e PR3 estão resumidas na Tabela 
1.1. As actividades biológicas foram descobertas principalmente por ensaios in vitro e a 
sua extrapolação para o que ocorre in vivo deve ser realizada com cuidado. 
É comum nas três enzimas a função de degradação dos componentes da matriz 
extracelular (MEC) como a elastina, fibronectina, laminina, colagénio e proteoglicanos, 
embora a protease que possui maior acção proteolítica na elastina é sem dúvida a HLE.2 
A destruição descontrolada da elastina, componente flexível e altamente hidrofóbico 
dos tecidos conjuntivos dos pulmões, artérias, pele e ligamentos, por parte das proteases 
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Tabela 1.1 Principais actividades biológicas e doenças associadas às proteases HLE, 
PR3 e CG.13 
 
 
Actividades Biológicas Doenças Associadas 
 
 
Degradação dos componentes da MEC (HLE, PR3 
e CG). 
Propriedades bactericidas (HLE, PR3 e CG). 
Fragmentação de mediadores inflamatórios (HLE, 
PR3 e CG). 
Fragmentação de receptores (HLE, CG). 
Degradação de proteínas plasmáticas (HLE, CG). 
Indução da secreção da glândula submucosal nas 
vias aéreas (HLE, CG). 
Activação de linfócitos e proteases (HLE). 
Inactivação de inibidores endógenos (HLE). 
Indução de citocinas e quimocinas (HLE). 
Auto-antigénio na granulomatose de Wegener 
(PR3). 




Doenças inflamatórias infecciosas: 
Doença pulmonar obstrutiva crónica 
Enfisema pulmonar  
Fibrose cística 
Síndroma respiratório agudo 
 
Doenças inflamatórias não 
infecciosas: 
Glomerulonefrites 
Artrites Reumatóides  
 
Doenças auto-imunes (PR3): 




1.5 Inibidores Irreversíveis 
 
 
O desequilíbrio protease/antiprotease, observado no processo inflamatório agudo e 
que se transforma num processo crónico, necessita de uma solução terapêutica que pode 
passar pela síntese de potentes inibidores de baixo peso molecular das proteases de 
serina que idealmente administrados por via oral ou por inalação, nas doenças das vias 
respiratórias, permitam inactivar todo o excesso de acção catalítica nefasta e 
restabelecer o equilíbrio natural protease/antiprotease. 
Dos inibidores irreversíveis que foram sintetizados com essa finalidade, os mais 
interessantes e que serão considerados neste trabalho são os inibidores alternativos do 





1.5.1 Inibidores Alternativos do Substrato ou Agentes Acilantes 
 
Agentes acilantes são compostos de baixo peso molecular que inibem as proteases 
de serina por acilação do resíduo catalítico de Ser-195 formando um intermédio estável 
acil-enzima. Quando sucede a acilação verifica-se a libertação de um grupo 
abandonante (LG), a partir do agente acilante.38 Considera-se, nestas condições, a 
enzima inibida irreversivelmente.39 Através de uma segunda reacção pode ocorrer a 
regeneração da enzima por intermédio de uma molécula de água.38 Este passo de 
desacilação, koff, do processo de inibição, deve-se processar muito lentamente 
permanecendo mais tempo a enzima inibida. Pelo contrário é exigido que a velocidade 
do passo de acilação, kon, seja elevada para que a razão entre as duas contantes, Ki 
(koff/kon), que expressa a potência do inibidor, tenha um valor pequeno (Equação 1.1).12, 
38,39 
 
E-Ser-OH  +  RCOLG E-Ser-OCOR
+
LG





A velocidade de acilação é controlada por dois factores importantes: a reactividade 
química do inibidor e o reconhecimento molecular do inibidor pela enzima alvo. A 
reactividade química do inibidor é normalmente avaliada pela electrofília do carbono 
carbonílico e pela nucleofugacidade (pKa) do grupo abandonante. Para além destes 
efeitos electrónicos, efeitos estereoquímicos e de tensão também contribuem para a 
alteração da reactividade intrínseca. O seu aumento reflecte-se no aumento da 
velocidade de acilação da enzima alvo, mas consequentemente aumenta também a 
instabilidade hidrolítica e metabólica do inibidor. 
 
Um máximo reconhecimento molecular do inibidor pela enzima, originado pela 
formação de interacções não covalentes favoráveis do tipo hidrofóbicas e ligações de 
hidrogénio aos vários sub-sítios Sn e Sn’ resulta numa maior velocidade de acilação. O 
inibidor ideal será aquele em que a ligação covalente à enzima se deve à optimização do 
reconhecimento molecular conjugada com uma reduzida reactividade intrínseca do 
inibidor.38  
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Os exemplos que a seguir se apresentam são de compostos que inibem as 
proteases de serina atrás analisadas, principalmente a HLE, cuja possibilidade de 
inibição foi de grande interesse para os investigadores. A capacidade inibitória destes 
compostos virá expressa em valores de Ki (koff/kon) ou em valores de IC50, ou seja, a 
concentração de inibidor necessária para inibir 50% da actividade enzimática de acordo 
com as condições do ensaio.39 
Sempre que possível, serão apresentados os tempos de semi-vida dos inibidores 
em meio básico e em soluções tamponadas de pH idêntico ao fisiológico (pH 7-8). 
Segundo Alpegiani e colaboradores a estabilidade hidrolítica é um pré-requisito para a 
estabilidade em fluidos biológicos, tais como os fluidos epiteliais pulmonares e plasma. 
Assim, os inibidores que apresentarem um t1/2 (pH 7,4 e 37 ºC) superior a 12 h podem 
ser utilizados para administração tópica (aerossóis) e superior a 100 h são potenciais 
compostos a serem administrados por via sistémica (i.v ou oral).40 Seguem-se os 




Em 1982, Teshima e colaboradores apresentaram a estrutura da benzoxazinona, 
1.1, como um novo potente inibidor da HLE, CG e quimotripsina. Os primeiros 
compostos sintetizados para além de pouco selectivos, tinham o inconveniente de serem 
lábeis à hidrólise em tampão aquoso a pH 7,5.41 
 
Com o intuito de aumentar a estabilidade hidrolítica assim como a sua potência 
inibitória, Krantz e colaboradores sintetizaram centenas de derivados de benzoxazinonas 
com vários substituintes em ambos os anéis, de forma a poderem realizar um estudo 
aprofundado da relação estrutura/actividade inibitória /estabilidade química.42,43 
Esse estudo permitiu chegar às seguintes conclusões gerais: 
(i) Das três séries sintetizadas – 2-carba, 2-oxi, 2-aminobenzoxazinonas – os 
compostos com maior actividade inibitória são as 2-oxibenzoxazinonas, sendo o 
composto 1.1a o mais potente, embora sejam hidrolisados mais rapidamente em meio 
básico que as 2-aminobenzoxazinonas. O derivado 1.1a apresenta um kOH- de 14,8 M-1  
s-1, enquanto que o kOH- de 1.1b é de 2 M-1s-1. 
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(ii) Ao contrário dos substituintes em R6 que são desfavoráveis manifestando-se 
num aumento no Ki, substituintes em R5 são muito favoráveis porque diminuem o koff 
sem alterarem significativamente o kon. Como o grupo carbonilo e o substituinte em R5 
são coplanares, este não vai interferir no ataque da Ser-195 ao grupo carbonilo. Uma 
vez a enzima acilada e o anel aberto, a presença de dois substituintes em orto força o 
carbonilo que acila a Ser a rodar para fora do plano do anel aromático, ficando nesta 
situação ladeado pelos dois grupos em orto que impedem o ataque, em ambas as faces, 
pela água ou outro nucleófilo, diminuindo assim o koff, formando-se por consequência 
um complexo acil-enzima estável. 
(iii) Na série 2-aminobenzoxazinona, o koff diminui se a amina for ramificada ou 
volumosa, caso da 1.1b. 
De acordo com a cristalografia de Raio X do complexo elastase pancreática suína 
(PPE)* e 2-tBOC-Val-5-Cl-benzoxazinona, o cloro em C-5 (R5) estabelece interacções 
hidrofóbicas com o sub-sítio S1, enquanto que o grupo But (R2) situa-se nas cavidades 














1.1a R2 = OEt, R5 = Et             Ki = 0,04 nM (HLE) 
1.1b R2 = NHPri, R5 = Et         Ki = 0,93 nM (HLE) 
                                    1.1c R2 = NHCH2Ph, R5 = H   Ki = 10,0 nM (CG) 
 
O estudo das benzoxazinonas como inibidores da Catepsina G, demonstrou que os 
derivados 2-amino eram inibidores mais eficientes que os derivados 2-oxi, sendo o 1.1c 
o representante com maior actividade inibitória. O facto das velocidades de acilação 
dependerem da estrutura do substituinte em C-2, indica que este substituinte interage 
com o sub-sítio S1 da CG.44 Por sua vez, os substituintes alquílicos em R5 são 
desvantajosos porque diminuem drasticamente o kon. 45, 46 
 
____________________________________________________________________ 
  * PPE- elastase de origem animal que tem 40 % de analogia com a HLE. São duas enzimas que 
apresentam centros activos muito semelhantes.  
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1.5.1.2 ONO-5046 
 
A partir do inibidor da tripsina 1.2, que apresenta moderada actividade inibitória 
na HLE, Imaki e colaboradores realizaram várias e sequenciais alterações da sua 
estrutura, orientados pelos resultados obtidos in vitro, que culminaram no surgimento do 
derivado pivaloiloxibenzeno 1.3, correntemente denominado ONO-5046. 
Embora o derivado 1.3 não fosse o inibidor mais potente de todos os compostos 
sintetizados (Ki = 0,2 μM), era um dos mais estáveis em plasma animal e administrado 
por via intra-venosa em cobaias tinha o maior efeito inibitório do aumento da 
permeabilidade dos capilares da pele provocado pela HLE. 47 Em hamsters suprimiu a 
danificação dos pulmões induzida pela administração intra-traqueal da HLE e a sua 
injecção em ratos com artrite protegeu a cartilagem da degradação e reduziu a 
incidência e a gravidade das artrites induzidas pelo colagénio. No entanto, tem o 
inconveniente de possuir uma baixa biodisponibilidade, facto que não impediu de ser 
comercializado no Japão em 2002, sob a forma de injectáveis para o tratamento do 




















Devido à dificuldade em cristalizar o complexo PPE-ONO-5046, o mecanismo de 
inactivação enzimático foi comprovado utilizando cromatografia líquida acoplada a 
espectrometria de massa por ESI (electrospray ionization) ou LC/ESI-MS. Os 
resultados indicam que o grupo But do composto entra na cavidade S1 da enzima e 
ocorre a pivaloilação da Ser-195.49 
 
1.5.1.3 Trans--Lactamas Pirrolidínicas 
 
A derivatização da trans-lactama 1.4, com o objectivo de optimizar parâmetros 
tais como: potência inibitória na HLE, selectividade enzimática, solubilidade aquosa, 
biodisponibilidade, estabilidade metabólica e características farmacocinéticas, 
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permitiram a descoberta da trans-lactama pirrolidínica 1.5, também denominada 
GW311616A.50, 51,52 
 
O GW 311616A é um forte inactivante da HLE (kobs/[I]= 757 M-1s-1; Ki= 0,31 
nM), contribuindo certamente para essa inactivação a grande tensão anelar da molécula 
e o grupo activante sulfonilo ligado ao azoto da lactama. Por outro lado, a 
cristologarafia de Raio X entre o complexo PPE e 1.5 comprova que o inibidor se liga 
covalentemente à Ser do centro activo, havendo uma boa complementaridade e um 
variado número de interacções hidrofóbicas entre o anel piperidinilo do inibidor e a 
cavidade S4 da PPE. O resíduo de His da tríade está deslocado da sua posição catalítica 














                                                                                  GW 311616A 
 
Este inibidor é selectivo para a HLE em relação a outras proteases de serina como 
a tripsina, quimotrisina, CG e a plasmina. Apresenta boa biodisponibiliade oral em 
ratos, cães e hamsters, embora com uma clearance plasmática elevada (t1/2= 1h em 
cães).52,53  
 
A longa duração da acção inibitória do GW 3116166 é explicada, segundo 
Macdonald e colaboradores, por se tratar de uma inibição intracelular da HLE, isto é, o 
derivado 1.5 tem a capacidade de penetrar rapidamente nos neutrófilos circulantes e nos 
grânulos azurofílicos onde inibe a elastase armazenada. Quando os neutrófilos são 
recrutados e activados é libertada a elastase que se encontra já inibida.51 Esta inibição 
intracelular da HLE não afecta, nos neutrófilos, as suas capacidades de defesa do 
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1.5.1.4 Diazetidinedionas, Oxo-β-sultamas, Oxo-β-lactamas 
 
Os análogos 1.6, 1.7 e 1.8 são todos agentes acilantes, que se encontram 
relacionados por alterações isostéricas da 2-azetidinona ou β-lactama, de forma a obter 
compostos com maior reactividade intrínseca. 
 
A diazetidinediona 1.6, é preferencialmente um inibidor da quimase com 
substituintes p-metoxibenzilo ou m-metoxibenzilo. Contudo, pode ser um inibidor 
selectivo da HLE quando os substituintes são grupos etilo que garantem especificidade 
para a cavidade S1 (IC50 58 nM).  
A ligação de 4-metilfenilo aos azotos do anel origina um composto com 
especificidade primária para a CG e α-quimotripsina bovina (IC50 de 2,3 e 2,4 nM, 
respectivamente) mas com fraca actividade inibitória na quimase, HLE, trombina, 























A oxo-β-sultama 1.7, extremamente instável em meio básico, inactiva a PPE com 
uma razoável constante de velocidade de inibição de segunda-ordem de 768 M-1 s-1 a pH 
6.55 Por comparação com a cinética de inibição das β-sultamas, foi proposto que no 
mecanismo de inibição se forma a acilação do resíduo da Ser da enzima e não a sua 
sulfonilação, teoricamente possível, e que se verifica nas β-sultamas. 55, 56 
 
A oxo-β-lactama 1.8, é a mais potente da série N-arilo sintetizada, inibindo a PPE 
e a HLE com Ki de 6,02 μM e 63,5 nM, respectivamente, sendo no entanto das mais 
lábeis à hidrólise alcalina. 
A actividade da PPE diminui rapidamente quando a enzima é incubada com um 
análogo do composto 1.8, (p-Cl em vez de p-CN) verificando-se um valor de inibição 
ligeiramente superior aos 80%. A recuperação espontânea da actividade enzimática é 
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contudo rápida em presença de excesso de inibidor, verificando-se uma actividade de 
80% após aproximadamente 8h do início do ensaio.57 
 
1.5.2 Inibidores Baseados no Mecanismo  
 
Inibidores baseados no mecanismo ou inibidores suicidas (I) são agentes 
químicos, intrinsecamente não reactivos, selectivos para uma protease alvo (E), que 
após a formação do complexo reversível de Michaelis (E⋅I) acilam o resíduo Ser-195 do 
centro activo da enzima formando um complexo acil-enzima estável (E-I’). Com a 
formação deste complexo gera-se um segunda funcionalidade, um centro electrofílico 
altamente reactivo, que se encontrava latente na molécula original e que tem a 
finalidade de reagir com um segundo resíduo do centro activo por adição nucleofílica, 
adição de Michael, normalmente com a His-57. Embora também seja possível a sua 
acilação, a alquilaçao da His-57 origina uma dupla ligação ao centro activo ficando 
assim a enzima inibida irreversivelmente (E-I’’) (Equação 1.2). 12, 39, 58          
 
E  +  I  E   I. E  I' E  I''- -









 Neste complexo final, a reacção de desacilação da Ser-195 pode ocorrer, mas a 
enzima continua inactiva devido à segunda ligação à His-57, que é uma ligação C-N 
difícil de quebrar. Para que ocorra a adição nucleófilica com o resíduo de His é 
necessário que o centro electrofílico, gerado pela maquinaria enzimática, se encontre 
espacialmente a uma distância susceptível ao ataque do azoto do imidazol da His, caso 
contrário, a enzima só sofre acilação podendo recuperar a sua actividade enzimática. 
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1.5.3 Heterociclos como Inibidores Suicidas 
 
São muitos os exemplos de inibidores suicidas que podemos encontrar na 
literatura. A Tabela 1.2 pretende fornecer uma amostragem das estruturas bases dos 
inibidores mais significativos em termos de potência inibitória das proteases de serina. 
Nela constam ftalimidas 1.9, sucinimidas59,60 1.10, isocumarinas6, 60 1.11, haloenol-
lactonas12 1.12, sacarinas39,60 1.13, tiadiazolidinonas 1.14 e β-lactamas61-63: cefalos- 
porinas 1.15 e azetidinonas 1.16 e 1.17. 
Na análise dos vários compostos presentes na Tabela 1.2, verifica-se que a 
simplificação estrutural (comparar 1.11, 1.13, 1.15 com 1.12, 1.14 e 1.16) assim como a 
substituição por bioisósteros (comparar 1.9 com 1.13 e 1.10 com 1.14) foram estratégias 
utilizadas no seu design. 
 
Os valores da cinética de inibição para estes compostos vêm expressos em Ki, 
kobs/[I], IC50 ou  kinact/Ki,  . O Ki é a constante de dissociação do complexo de Michaelis, 
E⋅I, e resulta da razão entre k1 e k-1 (Equação 1.2). O kobs/[I] é a constante de velocidade 
de segunda-ordem observada na inactivação da enzima pelo inibidor.39 A forma mais 
frequente de indicar a potência de um inibidor é pela constante de inibição de segunda- 
ordem kinact/Ki ou k2/Ki (segundo a Equação 1.2) que se relaciona com kobs/[I] pela 
Equação 1.3.64 Sempre que o ensaio in vitro se realize em condições em que {1+[S]/Km} 
é semelhante a 1, por consequência kobs/[I] ≅ kinact/Ki. Caso contrário, a constante de 
inibição kinact/Ki , calculada através da representação gráfica de kobs vs [I], é corrigida 
tendo em conta a concentração de substrato utilizada e a constante de Michaelis. 
 
kobs/[I] =(kinact/Ki){1+[S]/Km}        (1.3) 
 
 
Os derivados de sucinimidas, de tiadiazolodinonas, de cefalosporinas e azetidi-
nonas, estão estruturalmente relacionados com os compostos sintetizados neste trabalho, 
sendo de seguida abordada, a relação estrutura/actividade inibitória nas proteases 


































































































1.5.3.1 Derivados de Sucinimidas  
 
Os derivados da N-hidroxisucinimida relatados por Groutas e colaboradores em 
1989, eram compostos cuja variação química dos radicais R (por exemplo o benzilo, 
isopropilo, isobutilo) e R1 (por exemplo o fenilo, metilo, 1 e 2 naftilo e trans-stirilo) de 
1.10 originaram inibidores irreversíveis da HLE, com valores de kobs/[I] de 84 a mais de 
100000 M-1 s-1.  
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Um dos compostos mais potentes é o 1.18, em que o grupo isopropilo interage 
com o sub-sítio S1 da enzima, revelando-se essencial para a inactivação enzimática, uma 
vez que a sua substituição por H o transforma num composto inactivo.65 No caso da 
PR3, os grupos etilo e propilo em R maximizam a inactivação enzimática enquanto que 
substituintes como o benzilo e o n-butilo diminuem drasticamente a inactivação.66 Por 
sua vez, o trans-stirilo prolonga-se pela região Sn’ da HLE e é concebível que ocorra 
uma interacção favorável envolvendo o anel fenilo do inibidor e o sub-sítio S2’ da 
enzima.  
 
Após a inibição da HLE pelo derivado 1.18, verifica-se uma transitória e parcial 
recuperação da actividade enzimática, que depois inverte para uma gradual e 
irreversível perda da actividade, que se mantém após 48 h em presença de excesso de 























É de salientar que a presença de um bom grupo abandonante ligado ao azoto da 
sucinimida é essencial para a inibição da HLE. Por exemplo o análogo de 1.18, em que 
o grupo OSO2CHCHPh é substituído pelo grupo OCH2Ph, é um composto inactivo.65 
 
Igualmente os derivados 1.19 não inibem a HLE, independentemente da natureza 
do grupo abandonante (L=OH, SH, S(O)nBzl, OPO(OEt)2, imidazol) ou da natureza do 
grupo R.67 Estes resultados sugerem que a reactividade intrínseca dos derivados de 
sucinimidas está fortemente dependente do grupo sulfoniloxi. 
 
Utilizando 13C-RMN de elevada resolução e o composto 3-benzil-N-[(metilsul- 
fonil)oxi]sucinimida, marcado em C-5, Groutas e colaboradores conseguiram confirmar 
o mecanismo inicialmente proposto para a inibição da HLE pelos  derivados  de 
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sucinimidas. Num primeiro passo ocorre a acilação da Ser-195, o que induz a formação 
de um isocianato via um instantâneo rearranjo de Lossen, que num segundo passo pode 



















































1.5.3.2 Derivados de Tiadiazolidinonas 
 
Foram essencialmente os investigadores Groutas e colaboradores que desen- 
volveram os derivados de tiadiazolidinonas como novos inibidores das proteases de 
serina, HLE, PR3 e CG. A criteriosa escolha dos vários substituintes na estrutura 1.14, 
permitiria, segundo estes autores, que estes compostos atingissem uma elevada 
selectividade e potência inibitória, pois exploravam os sub-sítios Sn e Sn’ como mostra o 
modelo de ligação à enzima indicado em 1.14. 
O grupo R tem como finalidade a especificidade enzimática primária (S1) 
permitindo inibidores selectivos entre a HLE e CG. Esta selectividade é sempre mais 
difícil entre enzimas como a HLE e a PR3, devido à sua grande homologia, apesar do 
sub-sítio S1 de PR3 ser mais pequeno. As diferenças mais marcadas entre estas duas 
enzimas encontram-se nos sub-sítios Sn’, especialmente o S2’, área que interactua com o 
grupo abandonante LG. Por sua vez, o sub-sítio S2 ou eventualmente S2-Sn, acomoda o 
substituinte R1. 
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Do vasto trabalho desenvolvido por estes investigadores salientam-se 5 séries que 
se encontram representadas na Tabela 1.3.  
 
Tabela 1.3 – Derivados de tiadiazolidinonas que apresentam as maiores actividades 
inibitórias na HLE, PR3 e CG.64, 68-72 
 






























   B69 2,6-Cl2C6H3CO2- Me 4 928 300 2,6-Cl2C6H3CO2- PhCH(CH2CO2H) 196 400 CH3CO2- 10 600 
  C70 Y Bzl 174 440 X Me 16 350 Y 17 130 
   D71 CBz-D-Phe Me 1 056 800 CBz-D-Phe Me 157 300 D-Phe (TFA) 2 330 
   E72 MeSO2(R2)N- Me 229 400 MeSO2(R2)N- Bzl 30 100 MeSO2(R2)N- 5 400 
 
1.14, R= Bui (HLE, PR3); R=R1= Bzl (CG); Série E, R2=COCH2NHCBz (HLE, PR3); R2=CO2Bu (CG) 








A selectividade para a CG é conseguida em todas as séries utilizando o grupo 
benzilo em R e R1. A potência inibitória na CG destes derivados é mais fraca, 
comparativamente com derivados da mesma série. 
Foi seleccionado o grupo isobutilo para o substituinte em R, devido à preferência 
da HLE para o resíduo de Leu, enquanto que em R1 os compostos mais potentes na 
inibição da HLE e PR3 apresentam na sua estrutura o grupo metilo ou o grupo benzilo. 
O grupo metilo tem vantagens em relação ao benzilo porque dá origem a complexos 
HLE-I mais estáveis, sendo a recuperação da actividade enzimática lenta e em alguns 
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casos parcial após 24 horas, como é o caso do composto 1.14a (R= Bui, R1= Me, LG = 
SO2Ph).64  
 
Nas várias séries, a actividade inibitória está estritamente relacionada com o 
carácter hidrofóbico do grupo abandonante, que lhe permite estabelecer as melhores 
interacções com os sub-sítios Sn’, e com a sua nucleofugacidade, verificando-se uma 
maior actividade em inibidores com menores valores de pKa. 
Os derivados das séries B e D são os mais potentes, observando-se nestes últimos, 
que quando o LG é um (D)-amino-ácido o composto tem o dobro da potência que o 
correspondente derivado com o (L)-amino-ácido. 71 
Na série E, o grupo metilo da sulfonamida interage potencialmente com o sub-
sítio S1’ enquanto que o grupo R2 tem a finalidade de estabelecer ligações com os 
resíduos de amino-ácidos da cavidade S2’. A incubação do derivado 1.14b (R= Bui, R1= 
Me, R2=CH2NHBoc) com a HLE levou a uma rápida inactivação da enzima, requerendo 
somente 3 equivalentes de inibidor para a sua inibição total. A acil-enzima formada é 
estável, recuperando a enzima cerca de 30% da sua actividade enzimática num período 
de 24 h.72 
 
O mecanismo de dupla inibição da HLE ou “double hit”, com formação do 
complexo 1.20, foi sempre o mecanismo postulado para os vários derivados das 
tiadiazolidinonas 1.14. Contrariando esta hipótese, a estrutura cristalina do complexo 
final HLE-1.14c (R1=n-Pr, R2=Me, LG=2,6-diclorobenzoato), recentemente conseguida, 
mostra que o oxigénio do resíduo de Ser-195 está covalentemente ligado ao carbono 
carbonílico do inibidor e a distância entre o carbono da dupla ligação do grupo 
SO2NH=CH2 e o azoto do imidazol da His-57 é de 3.577 Å. Sendo esta distância 
demasiado longa para permitir uma ligação covalente é eliminada a possibilidade de 
formação do complexo 1.20. A ligação de hidrogénio formada entre a His-57 e um dos 
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1.5.3.3 β-Lactamas Bicíclicas: Cefalosporinas 
 
O desenvolvimento de derivados de cefalosporinas 1.15, como potenciais 
inibidores da HLE deveu-se a um grupo da Merck, que foi pioneiro não só na sua 
aplicação mas também na escolha dos critérios para avaliar o potencial farmacológico 
dos derivados de cefalosporinas sintetizados. Pela primeira vez a actividade do derivado 
in vivo (no ensaio pulmonar do hamster, desenvolvido também pela Merck) torna-se o 
teste primário para determinar a eficácia do composto por via intraquial, assim como o 
seu comportamento farmacocinético. Como segundo critério escolheram a estabilidade 
em pH 8 (tampão MOPS a 25ºC) para avaliar a sua estabilidade química relativa. Por 
fim, consideraram a sua potência inibitória in vitro. 
Na realidade, frequentemente observavam-se potentes inibidores da HLE in vitro, 
que administrados em hamters, por via intratraqueal, eram fracos inibidores da 
hemorragia pulmonar induzida pela HLE, ou eventualmente inactivos. É consensual que 
a HLE prefere inibidores hidrofóbicos e não polares, mas no meio pulmonar os 
compostos volumosos e polares são mais retidos, exercendo a sua acção, ao contrário 
dos compostos pequenos e não polares que podem ser rapidamente absorvidos, 
perdendo assim eficácia na inibição da HLE localizada ao nível pulmonar.74 
 
No extenso trabalho realizado na derivatização das cefalosporinas foram vários os 





















Variação da Natureza dos Substituintes em C-7 - Os substituintes na posição C-7 
devem ser pequenos e pouco impedidos estereoquimicamente, uma vez que são 
substituintes de reconhecimento enzimático que se ajustam à cavidade S1 da HLE. A 
existência de um substituinte em C-7 é importante para a actividade inibitória, pois a 
presença de dois hidrogénios (1.15a, X=OBut e LG=OAc), origina um composto 
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inactivo. Por sua vez, a estereoselectividade também é relevante nesta posição, porque 
as cefalosporinas com substituintes na posição 7-β são inibidores fracos ou inativos 
comparadas com os respectivos análogos 7-α. 
Foram estudados vários substituintes em C-7, entre os quais o α-MeO, α-HCOO, 
α-MeCOO, α-Et, α-Cl, α-F e α-MeOCONH. Os mais activos inibidores da HLE são os 
compostos que possuem em C-7, α-MeO,  α-HCOO e α-Cl,  com X=OBut e LG =OAc. 
Os respectivos valores de kobs/[I] são de 19 000, 59 000 e 161 000 M-1s-1.75 
 
Variação da oxidação em S-1 - Nos compostos substituídos na posição 7-α, as 
sulfonas em S-1 têm uma potência inibitória mais elevada em relação aos 
correspondentes sulfidos e sulfóxidos. A estabilização destes derivados sulfonados por 
ligações de hidrogénio que se formam entre os oxigénios do grupo sulfona e as cadeias 
laterais dos resíduos de Val-216 e Gln-194 e o aumento de reactividade química do anel 
β-lactâmico, atribuído à presença do grupo sulfona, são dois factores que fundamentam 
a maior potência inibitória em relação aos correspondentes sulfidos. 75 
 
Variação da Natureza dos Substituintes em C-4 - Os substituintes em C-4 
estabelecem interacções com os sub-sítios S1’-S2’ da HLE. A enzima requer que o grupo 
carboxílico em C-4 esteja derivatizado para que ocorra uma inibição efectiva. No 
entanto, a remoção do grupo em C-4 (substituição de COX por H, 7-α-MeO, LG = 
OAc) resulta num composto com alguma actividade inibitória (IC50 = 7 μM). 76 
Foram várias as derivatizações efectuadas na posição C-4: o grupo carbonilo foi 
ligado a álcoois formando ésteres, tióis formado tioésteres, 40,77 aminas primárias e 
secundárias formando amidas, grupos alquilo ou arilo formando cetonas e a amino-
ácidos protegidos78. 
Em geral, os ésteres são mais activos do que as amidas nesta posição, quando o 
derivado contem em C-7 um grupo α-OMe e o LG é o grupo OAc. Na série dos ésteres, 
os substituintes benziloxi p-carboxilatos (presente em 1.21) e m-carboxilatos 
demonstraram in vitro as maiores actividades inibitórias na HLE. Na série das amidas, 
as amidas secundárias são menos potentes na sua inibição que os correspondentes 
ésteres. A amida cíclica 1.22, revelou a mais elevada actividade inibitória in vitro.76 
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kobs/[I] = 57 000 M-1 s-1 kobs/[I] = 35 000 M-1 s-1  
 
Em termos de estabilidade em tampão MOPS (pH 8,0, 25ºC) os ésteres são pouco 
estáveis sendo imediatamente hidrolisados. Pelo contrário, as amidas são mais estáveis à 
hidrólise, verificando-se tempos de semi-vida de 13 a 46 horas. Por exemplo, os tempos 
de semi-vida de 1.21 e 1.22 são de 5 h e 13 h, respectivamente. 
A actividade in vivo foi estudada para os ésteres e amidas sintetizadas, utilizando o 
ensaio da hemorragia pulmonar induzida pela HLE, onde foram obtidos resultados 
inesperados. A administração intratraquial de 1.21, 5 minutos antes da administração da 
HLE, inibe 98% da hemorragia pulmonar, todavia a actividade inibitória tem uma vida 
curta. Contrariamente, 1.22 é inactivo in vivo, o que prova que a presença de uma amida 
em C-4 não é suficiente para existir actividade inibitória in vivo. 74 
Tendo em conta os três critérios de selectividade anteriormente mencionados, dos 
vários ésteres e amidas sintetizadas, foram escolhidos os derivados 1.23, 1.24 e 1.25 
como os mais promissores para serem candidatos a aerossóis tópicos. 
Todos estes derivados têm acções biológicas muito semelhantes, e os análogos 
1.24 e 1.25 que incorporam um tioheterociclo grande e polar, o anel de triazina em C-3’, 
proporcionam boa actividade inibitória in vitro, boa estabilidade em tampão MOPS (pH 
8, 25ºC) e grande actividade in vivo. Contudo, a escolha para um candidato a aerossol 
tópico recaiu no composto 1.23, devido principalmente à facilidade da sua síntese. 
 
O derivado da L-prolina 1.23, demostrou ter as melhores propriedades químicas, 
físicas e biológicas. É extremamente selectivo para a HLE não inibindo ou sendo um 
fraco inibidor de enzimas como a trombina, plasmina, CG, pepsina e papaína. A 
inactivação completa da HLE é conseguida com 3 equivalentes de 1.23, no entanto, a 
enzima recupa a sua actividade lenta e espontaneamente.74 O tempo de semi-vida de 
reactivação a 25 ºC foi de 39 h, enquanto, a 37º C foi de 9 h.79 Infelizmente a 
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administração de 1.23 por via oral não é viável devido à sua baixa estabilidade química, 











































kobs/[I] = 3 800 M-1 s-1 kobs/[I] = 6 200 M-1 s-1
kobs/[I] = 13 400 M-1 s-1
t1/2= 21 h t1/2= 22 h
t1/2= 20 h
% inib. in vivo = 94 % inib. in vivo = 98
% inib. in vivo = 91
1.24 1.25
 
As cetonas em C-4 e que possuem α-Cl em C-7 têm uma fraca e insatisfatória 
estabilidade hidrolítica e como tal não serão mencionadas. Os análogos, 7-α-OMe, são 
mais estáveis, sendo o composto 1.26, com o anel de triazina em C-3’, o mais potente 
da série. Em tampão fosfato, pH 7,4 a 37 ºC tem um tempo de semi-vida de 16 h, 
enquanto que toda a série tem em média um tempo de semi-vida de 20 h. No geral, são 
compostos mais estáveis que os correspondentes ésteres e com maior actividade 



















Variação da Natureza dos Substituintes em C-3’ - Os substituintes em C-3’ têm 
uma forte influência na reactividade do anel β-lactâmico. A potência inibitória das 
diferentes β-lactamas varia, dependendo das interacções estereoquímicas com a enzima, 
da capacidade do grupo em C-3’ como grupo atractor de electrões ou como grupo 
abandonante. A actividade é ligeiramente melhorada quando LG é um muito bom grupo 
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abandonante, embora a actividade inibitória seja determinada essencialmente por efeitos 
electrónicos e estereoquímicos. 80  
Na série dos ésteres de 1.15 (7α-OMe, X = OBut) a introdução de um grupo 
metilo em C-3, isto é, a ausência de um grupo abandonante em C-3’, resulta num 
composto ainda com razoável actividade inibitória.  
Análogos como o 1.27a, 1.27b e 1.27c manifestam valores de 8 600, 13 800 e 63 
900 M-1s-1, respectivamente, para as constantes de inibição de segunda-ordem, nos 
ensaios in vitro. Nos ensaios in vivo, também mantêm valores elevados de inibição da 
hemorragia pulmonar de 90%, 98% e 87%, contudo, a inibição rapidamente diminui 
com doses baixas. 
Com amidas em C-4, são de realçar os derivados com tioheterociclos polares em 




























1.5.3.4 β-Lactamas Monocíclicas: Azetidinonas 
 
As cefalosporinas apesar de demonstrarem boa selectividade e potência inibitória 
na HLE, in vitro, e boa actividade por via intratraqueal ou subcutânea, in vivo, eram 
compostos com fraca estabilidade plasmática e nenhuma biodisponibilidade oral o que 
minimizava o seu potencial valor como agentes terapêuticos para administração oral.  
 
Com o objectivo de encontrar um inibidor da HLE para administração oral, o 
grupo da Merck procedeu à simplificação estrutural das cefalosporinas para o núcleo β-
lactâmico monocíclico e considerou que após algumas modificações (com substituintes 
adequados em C-3, C-4 e N-1), esta estrutura poderia evidenciar uma melhor actividade 
inibitória na HLE conjuntamente com uma boa estabilidade hidrolítica e plasmática, o 
que permitiria o surgimento de agentes activos por via oral.81-83 
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Em termos gerais, os inibidores β-lactâmico monocíclicos, potencialmente 
suicidas, que têm sido sintetizados e testados podem-se agrupar em 3 grandes classes, 




















3 41 1 1
 
 
Nestas estruturas R, R1 são substituintes de reconhecimento enzimático, X, são 
grupos atractores de electrões com a finalidade de activar quimicamente a β-lactama 
(por exemplo Ar, CO, SO2) e LG são bons grupos abandonantes essenciais para 
promover a inibição suicida.84 A estrutura A pode ser identificada com as N-
carbamoilazetidinonas em que R=R1= Et, X= CONHCHRAr e LG= OAr; a estrutura B 
com as N-sulfonilarilazetidinonas em que R= Et, R1= H, X= CO2R e LG= SO2Ar e que 
se comportam só como agentes acilantes uma vez que o potencial grupo abandonante 
não é libertado do intermédio acil-enzima85-87 e por fim a estrutura C que se pode 
identificar com as N-arilazetidinonas se R, R1= Hal e X-LG= ArCH2-Hal ou com as N-
alcoxicarbonilazetidinonas se R= Hal, R1= H, e X-LG= CO-OR. 
 
As N-arilazetidinonas 1.17 (Tabela 1.2) comportam-se cineticamente como 
inibidores irreversíveis, não se observando recuperação da actividade enzimática, 
inclusive após eliminação do excesso do inibidor do meio de incubação, por 
centrifugação. Contudo, são inibidores medianos da HLE, com constantes de segunda- 
ordem, kinact/Ki, que variam entre 29 e 1802 M-1 s-1.88-90 Por sua vez, as N-





Com o objectivo de descobrir um inibidor da HLE que pudesse ser administrado 
por via oral, o grupo da Merck, seguindo os mesmos critérios de selectividade 
mencionados para as cefalosporinas, desenvolveu um vasto e minucioso trabalho na 
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derivatização das β-lactâmas monocíclicas, principalmente em derivados N-
carbamoilados, que teve o seu apogeu nos anos 90. 
 
Nos primeiros trabalhos, introduziram-se vários substituintes nas posições C-3, C-
4 e N-1. Em 1991, Hagmann e colaboradores, testaram em C-3 um único substituinte 
alquílico à semelhança das cefalosporinas. Estes substituintes eram essencialmente o 
grupo etilo ou o grupo n-propilo em posição α. Na série N-etoxicarbonilo (N-
COOC2H5) os sustituintes em C-4 variavam entre OCH2COOH, SCH2COOH, 
SO2CH2COOH e OPh-4-COOH. A estereoquímica dos inibidores era 
predominantemente trans (mistura racémica) e apesar da inibição ser dependente do 
tempo, a sua potência nos ensaios in vitro, era modesta comparada com os derivados 
das cefalosporinas (kobs/[I] de 158 a 6350) sendo o mais activo o análogo que tinha 
como grupo abandonante um ácido fenólico (OPh-4-COOH). No entanto, os ensaios in 
vivo, por administração intratraqueal do inibidor, evidenciavam alguns compostos como 
bons inibidores da hemorragia pulmonar induzida pela HLE. Os compostos das séries 
N-carbamoilo (N1CONHCH2Ph) e N-sulfonilarilo (N1SO2Ph-4-CH3) têm compor- 
tamentos idênticos in vitro e in vivo, ou seja, fracos inibidores da HLE in vitro são 
excelente inibidores in vivo, isto porque a actividade no pulmão depende da clearance 
do inibidor nessa região.95 
 
Como foi referido anteriormente, a estabilidade química do inibidor a ser 
administrado por via oral, é um pré-requisito indispensável para que possa alcançar 
intacto o alvo terapêutico. Nos derivados de azetidinonas, o aumento da estabilidade 
química foi conseguido com três modificações estruturais. A primeira alteração foi a 
introdução em C-4 de um fenol ácido (1.28), que poderia por outro lado, aumentar a 
solubilidade aquosa do composto facilitando os ensaios in vivo. A segunda alteração 
consistiu na formação de uma ureia em N-1 (1.29), possivelmente porque o grupo 
carbamoilo é intrinsecamente menos electroatractor que o grupo carboxialquilo, 
diminuindo a reactividade da β-lactama. A terceira alteração foi a inserção na face β de 
C-3 de um segundo grupo etilo (1.30), o que não iria interferir com o ataque do 
hidroxilo do resíduo da Ser-125 da HLE ao carbonilo da β-lactama, porque este se faz 
pela face α. No entanto, impediria estereoquimicamente o ataque de outro nucleófilo 



























t1/2 >160 h  
 
Partindo do composto 1.30 (mistura racémica), que mostrou ser estável em sangue 
humano a 37 ºC durante 12 h e ter actividade in vivo depois de dosagem oral em 
hamsters (56% de inibição da hemorragia), Shah e Hagmann82,96, procederam a 
modificações no grupo carbamoilo e no grupo fenoxi de C-4 com o intuito de encontrar 
inibidores mais potentes na elastase e que demonstrassem actividade por via oral.  
No grupo carbamoilo, o benzeno da ureia ocupa uma região da HLE, onde muitos 
substituintes podem ser acomodados e onde as interacções de Van-der-Waals 
predominam sobre as ligações de hidrogénio ou outras interacções iónicas. Como tal, 
foram testados substituintes no anel aromático, como grupos Me, Et, OMe, COMe, 
NO2, OH e NH2. Os resultados indicaram que substituintes grandes e hidrofóbicos em 
posição para, como o Ph, ou dois substituintes metilo no anel, aumentam 
significativamente a potência inibitória in vitro, mas não in vivo.  
O derivado 1.31 revelou-se o mais 
interessante, com 86% de inibição da hemorragia 
pulmonar, induzida pela HLE, quando foi 
administrado oralmente, 30 minutos antes da 
HLE. Na realidade, a actividade do derivado não 









kobs/[I]= 4000 M-1s-1  
A substituição em C-4 realizada por Macchia e colaboradores por um grupo 
benzilidene-aminoxi, com menor nucleofugacidade que os ariloxi, formou o composto 
1.32, que manifestou um aumento da constante de inibição de segunda-ordem para 
44000 M-1 s-1, em comparação com o inibidor 1.30.97,98 
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O grande desenvolvimento na potência das N-carbamaboilazetidinonas como 
inibidores da HLE e da hemorragia pulmonar, por via oral, surgiu com o estudo da 
estereoquímica dos substituintes fenoxi em C-4 e da estereoquímica dos substituintes no 
carbono metilénico do grupo benzilo, em C-1’. Por exemplo, a mudança do grupo etilo 
da face β do anel para um metilo ou propilo gerou um estereocentro que permitiu 
analisar a potência dos diastereoisómeos com grupos 4α-fenoxi e 4β-fenoxi. Os 
resultados indicam que a HLE requer para a sua inibição uma estereoquímica 4α ou 4S 
em C-4 para os substituintes fenoxi. No caso dos grupos Me, Et ou Pr que foram 
introduzidos em C-1’ a estereoquímica ideal é a R mantendo-se a estereoquímica S em 
C-4. Os compostos 1.33a e 1.33b são os mais potentes neste estudo com 98% e 94% de 
inibição da hemorragia pulmonar por administração oral. 
 
A modelização molecular de 1.33a com a HLE, indica que a configuração S em C-
4 permite que o grupo fenoxi se situe num canal formado pelos dois sub-sítios S2 e S3, 
enquanto que a configuração R não consegue adoptar esta orientação, devendo-se 
estender o grupo fenoxi para o solvente. O grupo benzilo da ureia encaixa-se na região 
Sn’ e o substituinte em C-1’ com configuração R é projectado para uma pequena 
cavidade hidrofóbica da região Sn’ aumentando a potência do composto. Pelo contrário, 
a configuração S é orientada em direcção ao solvente e portanto não afecta a ligação do 









1.33a R = Et, kobs/[I]= 91000 M-1s-1






Escolhida a estereoquímica preferencial em C-4 e C-1’, mantiveram-se os dois 
gupos etilo em C-3, pois estes conferem um balanço óptimo entre estabilidade, potência 
inibitória e eficácia in vivo. Com estas características sintetizaram-se os mais 
promissores derivados β-lactâmicos monocíclicos para administração oral, dos quais se 
destacam os compostos 1.34 e 1.35.  
 
O inibidor 1.34 (também denominado L-680,833), com um constante de 
velocidade de inibição de segunda-ordem in vitro, kobs/[I], de 622000 M-1s-1 (IC50 0,4 
μM), necessita de 1,3 equivalentes para inibir aproximadamente 99% da HLE.100 
Verifica-se que a reactivação da enzima, após a remoção do excesso de inibidor ou de 
qualquer metabolito formado, tem um tempo de semi-vida de 11 h (pH 7,5, 37 ºC), o 
que permite  considerar o composto 1.34, em termos de funcionalidade como um 
inibidor irreversível. Em meio básico, a pH 11,3, é rapidamente degradado com um 
tempo de semi-vida de 76 min, contudo é estável a pH 7,5 e pH 2,0 a 37 ºC. 
Demonstrou também ser estável mais de 48 h, às preparações que mimetizavam os 
fluidos gastro-intestinal e intestinal e por consequência conclui-se que a 
biodisponibilidade de 1.34 não é limitada pela sua estabilidade.83,101  
Em ensaios in vivo, ficou comprovado que este inibidor tem uma 
biodisponibilidade de aproximadamente 23%, uma boa distribuição pelo sangue e pelos 
tecidos, principalmente no tecido pulmonar e uma actividade prolongada conseguindo 
produzir uma inibição da hemorragia superior a 50% durante 13 a 14h, após uma dose 
oral de 3 mg/kg administrada em hamsters.83 
 
O inibidor 1.35 (também denominado L-694,458 ou DMP 777), difere do anterior 
porque ao nível estrutural em vez do grupo ácido carboxílico contem um grupo metil 
piperazina ligeiramente básico e ao nível funcional consegue inibir a elastase 
intracelular, assim como a elastase libertada pelos leucócitos.102 Verificou-se que 1.35 é 
altamente selectivo para a elastase humana, com um IC50 de 36 nM.50  
Trata-se de um inibidor com uma biodisponibilidade de 39% após uma 
administração oral de 10 mg/Kg, em macaco rhesus. Esta fraca biodisponibilidade é 
explicada pela baixa estabilidade metabólica nos microssomas hepáticos e pela 
metabolização de 1.35 que ocorre no jejuno do macaco rhesus.102  
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1.5.4 Mecanismos de Inibição de Derivados de Cefalosporinas e Azetidinonas 
 
A maioria dos mecanismos de inibição enzimática referidos na literatura, foi 
comprovada, por estudos de cinética enzimática, por análise do complexo final E-I (em 
que E é normalmente a PPE) utilizando RMN, espectrometria de massa e cristalografia 
de Raio X e ainda por caracterização dos produtos resultantes da inibição enzimática. 
Na análise que se segue, é de considerar que quando um inibidor suícida se 
encontra em presença da PPE ou HLE, em solução tamponada, pode ocorrer a formação 
de vários complexos finais, estruturalmente diferentes, que coexistem no meio 
experimental.  
 
Navia e colaboradores obtiveram a estrutura 
cristalina 1.36 para o complexo formado pela PPE 
inibida pelo terc-butil-7α-clorocefalosporina e a partir 
deste resultado propuseram um mecanismo de 
“double-hit” para as cefalosporinas com um átomo de 













Neste mecanismo, a abertura do anel β-lactâmico pelo grupo hidroxilo da Ser-195, 
seguido da expulsão do 3’-acetato, perda de HCl, e adição de Michael ao azoto do anel 
de imidazol da His-57, origina o complexo 1.36. 
 
Contudo, nas cefalosporinas que possuem um mau grupo abandonante em C-7 
como o metoxi, estudos cristalográficos preliminares sugerem que este grupo 
permanece no complexo final E-I.75 Nestes derivados, quando em C-3’ se encontra um 
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bom grupo abandonante, pode-se formar uma segunda ligação covalente entre o resíduo 
da His-57 e o C-3’, ficando a enzima acilada e alquilada. Knight e colaboradores, de 
acordo com os seus estudos cinéticos, propõem um mecanismo de inibição em que o 
complexo que se forma entre estas cefalosporinas e a HLE, pode apresentar duas 
estruturas: com o anel de dihidrotiazina aberto ou com o anel fechado (Esquema 1.3)79, 80 
 
No caso em que não exista um grupo abandonante em C-3’, por exemplo o grupo 
metilo em C-3, então não é possível o anterior mecanismo de adição da His-57, sendo 















O complexo 1.37, pode ser estabilizado por uma ponte salina entre o anião 
sulfinato e a His-57 por exemplo, ou por uma mudança conformacional que provoque 
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As β-lactamas monocíclicas da classe de 1.34 formam complexos relativamente estáveis 
com a HLE com tempos de semi–vida de reactivação da actividade enzimática de 3 a 15 
h (37ºC e a pH 7,5). Green e colaboradores verificaram que a estabilidade do complexo 
final E-I era insensível à força iónica e à natureza do grupo abandonante em C-4, 
contudo era depente da estereoquímica de C-4 e da natureza dos substituintes da ureia. 
Na realidade, o derivado com os mesmos substituintes que 1.34 mas que não apresenta 
grupo abandonante em C-4, apesar de ser menos potente na inibição da HLE que o 1.34, 










Por sua vez, quando a estereoquímica de C-4 do inibidor é S, o complexo HLE-I 
resultante é menos estável que o complexo da HLE com o inibidor com estereoquímica 
R em C-4. Atendendo a que o grupo abandonante em C-4 não está presente no 
complexo HLE-I final, o que foi comprovado por espectrometria de massa, é explicada 
a influência da estereoquímica de C-4 na estabilidade do complexo se no mecanismo de 
inibição existir um passo reaccional com preferência esterequímica, sendo este passo 
anterior à saída do grupo abandonante.  
 
Os substituintes em C-1’ intervêm na estabilidade do complexo HLE-I, tendo-se 
verificado que o grupo propilo em relação ao grupo etilo aumenta duas vezes a 
estabilidade daquele complexo. Igualmente a estereoquímica de C-1’ afecta a 
estabilidade do complexo. Assim, os inibidores com C-1’ com estereoquímica R 
formam complexos muito mais estáveis com a HLE que os inibidores com 
estereoquímica S. Outro factor que afecta a estabilidade do complexo final HLE-I são os 




Considerando todos estes resultados, o mecanismo de inibição proposto para as N-
carbamoilazetidinonas inicia-se pelo ataque do hidroxilo da Ser-195 ao grupo carbonilo 
da β-lactama, pela face α do anel, formando um intermédio tetraédrico. O colapso deste 
intermédio por abertura do anel e saída concertada do grupo abandonante 4S ou saída 
posterior do grupo abandonante 4R, resulta numa acil-enzima que contem uma imina 











































































Este complexo E-I’ pode ser desacilado e regenerar a enzima activa, ou pode 
sofrer uma mudança conformacional que provoca uma diminuição da acessibilidade ao 
grupo carbonilo que acila a Ser-195 a qualquer nucleófilo externo, o que 
consequentemente aumenta o tempo de semi-vida do complexo acil-enzima.118 Em 
alternativa a estas duas opções, o grupo imina recém-gerado pode sofrer a adição do 
resíduo da His-57, como foi provado com a terc-butil-7α-clorocefalosporina ou de uma 
molécula de água formando uma (S)-carbinolamina, 1.39. Esta reacção foi defendida 
por Underwood e colaboradores após o estudo dos complexos formados pela PPE e 
HLE com várias N-carbamoilazetidinonas, utilizando técnicas de espectrometria de 
massa por ionização com electrospray e RMN bi-dimensional.103  
 
A cristolografia de Raio X do complexo PPE-1.40 confirmou a formação da (S)-
carbinolamina. Para a estabilidade da (S)-carbinolamina, no complexo final contribui a 
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1.6 Âmbito da Tese 
 
 
 Com o objectivo de sintetizar novos derivados β-lactâmicos monocíclicos, que 
funcionassem como potentes inibidores da HLE, considerou-se no seu desenho a 
simplificação estrutural das cefalosporinas e toda a informação disponível sobre 
reactividade enzimática e estabilidade química de β-lactamas monociclicas, de modo a 
optimizar os substituintes do anel β-lactâmico (Esquema 1.5). Considerando estes 
dados, os novos derivados deveriam incorporar na 2-azetidinona, as unidades estruturais 
essenciais para: (i) o reconhecimento molecular por parte da HLE; (ii) permitir o 
mecanismo de inibição suicida; (iii) que a reactividade intrínseca dos derivados 
promova uma inibição potente e selectiva da HLE; (iv) serem estáveis a pH fisiológico. 
 
Como tal, nos derivados de estrutura geral 1.41, a β-lactama ou a 2-azetidinona 
deve ser substituída em C-3 por grupos alquílicos, (por exemplo R1, R2= Et, Pri), 
essenciais à especificidade primária da enzima, em C-4 por grupos X atractores de 
electrões, que activam quimicamente o anel β-lactâmico. O N-1 da azetidinona liga-se a 
potenciais grupos abandonantes, LG, por um grupo metilénico, estratégia essencial para 
a dupla inibição enzimática. Numa segunda série de compostos a reactividade do anel β-
lactâmico é reforçada pela introdução na ponte metilénica de um segundo grupo atractor 
de electrões, Z. 
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Neste trabalho é relatada a síntese de derivados de N-hidroximetil-2-azetidinonas 
(1.41a Z=H) e determinada a sua actividade inibitória na HLE por ensaios in vitro 
(Capítulo 2). No Capítulo 3 é descrita a síntese da segunda série dos derivados β-
lactâmicos, os derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas (1.41b Z= grupo atractor de 
electrões). Os compostos sintetizados são analisados relativamente à sua potência 
































Os compostos obtidos no Capítulo 3 desencadearam o interesse nas oxazolidine-
2,4-dionas como novos potenciais inibidores da elastase. No Capítulo 4 são 
apresentados os resultados dos testes realizados in vitro com a PPE e as aril-, acilaril- e 
sulfonilariloxazolidine-2,4-dionas sintetizadas. Os estudos da estabilidade química 
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2.1 Introdução  
 
 
Os compostos β-lactâmicos 2.1, que pretendemos sintetizar, para funcionarem 
como inibidores suicidas da HLE deverão ter em C-3 grupos alquílicos pequenos e 
pouco volumosos que possam interactuar com o sub-sítio S1 como por exemplo o grupo 
isopropilo ou à semelhança das N-carbamoilazetidinonas dois grupos etilo, visíveis na 
estrutura 1.30. Em C-4 os grupos atractores de electrões X, que tornam a β-lactama 
mais reactiva, serão arilsulfonilos, por analogia com as cefalosporinas que apresentam 
um grupo sulfona ligado a C-6, ou heterociclos como por exemplo o grupo 2-
mercaptobenzoxazol. Ficou demonstrado por cristalografia, que nos derivados peptí- 
dicos α-ceto benzoxazol, o anel de benzoxazol estabelecia ligações de hidrogénio com o 
grupo imidazol da His-57 permitindo a estabilização do intermédio tetraédrico 
hemicetal.60 Coloca-se a hipótese duma possível estabilização por este processo do 
complexo acilado formado por 2.1 e a HLE, caso não ocorra uma segunda ligação 
























Como grupos abandonantes (LG) foram escolhidos ácidos carbamicos de aminas 
primárias porque para além de apresentarem uma boa nucleofugacidade (pKa 3.79 para 
C6H5NHCO2H)105, essencial para o mecanismo suicida, os carbamatos são grupos 
funcionais pouco propícios ao ataque enzimático da HLE, ou de outros nucleófilos, por 
possuírem uma baixa reactividade.106 
 
O mecanismo proposto para a inibição irreversível da HLE por estes derivados β-
lactâmicos encontra-se representado no Esquema 2.1. Inicia-se pelo ataque do resíduo 
da Ser-195 ao carbonilo do anel β-lactâmico formando o intermediário tetraédrico 2.2. 
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A regeneração do carbonilo e consequente colapso deste intermédio originam: a acil-
enzima, a abertura do anel β-lactâmico e a formação da imina 2.3, por consequente 
libertação do carbamato (Via A). Esta imina é susceptível de ataque por adição de 
Michael do imidazol do resíduo da His-57, ficando a enzima duplamente ligada ao 
inibidor formando o complexo 2.4. No caso de em C-4 existirem bons grupos 
abandonantes, a Via B representa uma segunda hipótese de ligação à enzima por 
alquilação. Como os grupos atractores de electrões escolhidos para C-4 são também 
grupos abandonantes, utilizados por exemplo por Groutas e colaboradores nos derivados 
de tiadiazolidinonas64,68,70 (c.f Capítulo I), a formação do complexo 2.5 coloca-se como 
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2.2 Obtenção de Derivados de N-hidroximetil-2-azetidinonas 
 
 
2.2.1 Análise Retro-sintética 
 
As N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas 2.1, são compostos que podem ser 































































































                                               
Esquema 2.2 
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No método a o produto 2.1 resulta da reacção entre a azetidinona ou o respectivo 
sal sódico (uma vez que a azetidinona é um nucleófilo fraco e necessita ser activada) 
com o clorometilcarbamato 2.8 de uma amina primária aromática ou alifática. Patonay e 
colaboradores conseguiram sintetizar clorometilcarbamatos de aminas primárias 
alifáticas e aromáticas, utilizando metodologias diferentes consoante a amina. Os 
clorometil N-alquil carbamatos foram obtidos, com rendimentos superiores a 70%, a 
partir do cloroformato e de 2,5 equivalentes da respectiva amina em hexano à 
temperatura de -5 ºC. Como produtos secundários formaram-se pequenas quantidades 
de ureias simétricas. Os clorometil N-aril carbamatos, como o 2.11, foram sintetizados 
com 1 equivalente da respectiva amina utilizando como base adicional a trietilamina, 
em diclorometano à temperatura de 0-5º C.  
Na continuação do seu trabalho, Patonay e colaboradores fizeram reagir os 
clorometilcarbamatos secundários com aminas primárias e secundárias alifáticas 
obtendo ureias em vez do composto de substituição nucleofílica 2.12, o que confirma a 
nucleofugacidade do grupo clorometoxi.107 
 
Na reacção de alquilação entre o sal da azetidinona e clorometilcarbamatos de 
aminas primárias ou com os mais electrofílicos iodometilcarbamatos, pode colocar-se a 
hipótese do sal da azetidinona abstrair o hidrogénio do carbamato, numa reacção ácido-
base, originando a sua degradação com formação do correspondente isocianato e 
libertação do grupo clorometoxi, tornando-se assim difícil a síntese da N-















O método b consiste na reacção entre a N-clorometilazetidinona 2.6, e o ácido 
carbamico respectivo, 2.7. Os ácidos carbamicos ou os respectivos carbamatos são 
muito instáveis e o seu isolamento não é possível, contudo podem ser gerados in situ no 
meio reaccional. Li e colaboradores conseguiram a síntese de (aciloxi)metilcarbamatos 
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a partir da carbamilação, in situ, de benzilamina e benzilmetilamina com dióxido de 
carbono, em presença de um agente alquilante e carbonato de césio em DMF 
(R1RNH/CO2/ICH2OCOBut/ Cs2CO3, DMF/ t.a.), contudo não fazem referência a 
aminas aromáticas.108 
Recentemente, foi publicado um processo de síntese de carbamatos, gerados 
também in situ mas que utiliza carbamoil azidas 2.13. Trata-se de um método mais 
complexo que origina com bons rendimentos carbamoil azidas de aminas alifáticas e 























Em relação à N-clorometilazetidinona 2.6, a sua síntese pode ser realizada através 
de dois passos. No primeiro passo, ocorre a formação da N-hidroximetilazetidinona, por 
reacção do paraformaldeído ou formaldeído e a respectiva azetidinona, a temperaturas 
de 115 ºC ou de refluxo. Após a purificação do produto por cromatografia, este reage 
com o cloreto de tionilo em THF, a baixas temperaturas (-15 ºC) e origina a N-
clorometilazetidinona. Assim sintetizado, o composto 2.14 é descrito como instável o 









No entanto, foi divulgado que a γ-lactama não substituída 2.15, pode ser 
clorometilada, num único passo reaccional, com um rendimento de 82%, se reagir com 
clorotrimetilsilano e paraformaldeído (Esquema 2.4).111 













Utilizando os mesmos reagentes, Neres conseguiu sintetizar a clorometil-2-
azetidinona 2.16, que se revelou muito instável, impossibilitando a sua purificação. Esta 
instabilidade reflectiu-se nos rendimentos obtidos (5-10%), quando 2.16 reagiu com o 
benzoato de sódio, comprovando não ser o intermédio mais apropriado para esta 
reacção.111a  
Na retro-síntese da N-clorometilazetidinona poder-se-ia considerar como potencial 
reagente o clorossulfato de clorometilo, porque contém um forte centro electrofílico e 
um bom grupo abandonante (ClSO3), sendo referido como o reagente de eleição para a 








No método c, o clorocarboniloximetilo da azetidinona 2.9, reage com uma amina 
primária alifática ou aromática em presença de uma base para obtenção de 2.1. O N-
(clorocarboniloxi)metilazetidinona pode ser obtido pelo processo tradicional de síntese 
de ésteres clorofórmicos, isto é, pela reacção entre um álcool, neste caso o N-
hidroximetilazetidinona e o tóxico fosgénio 2.10.113  
 
A necessidade de sintetizar a N-hidroximetilazetidinona, comum ao método d, 
transforma o método c num processo mais complexo (3 passos) e mais tóxico que o 
método d. Neste, a N-hidroximetilazetidinona obtida na reacção da azetidinona com 
formaldeído, em presença de carbonato de potássio,114 reage com o isocianato em meio 
apolar anidro, tendo como catalizador a trietilamina (Esquema 2.5). Por ser o método 
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que está melhor documentado e com menor número de passos, foi seleccionado para a 



























                 





2.2.2 Síntese de 4-Acetoxi-2-azetidinonas 
 
Existem várias estratégias de síntese de 2-azetidinonas, entre elas podem-se citar 
as [2+2] cicloadições de cetenos a bases de Schiff (reacção de Staudinger), [2+2] ciclo 
adições de ésteres enolatos a bases de Schiff, [2+2] cicloadições do isocianato 
clorossulfonilo (CSI) a acetoxialcenos e ciclizações N1-C2, N1-C4 e C3-C4.115 
A reacção de Staudinger é sem dúvida o método mais frequentemente utilizado 
para a síntese do anel β-lactâmico. O seu mecanismo envolve a reacção de ciclização 
[2+2] entre um ceteno 2.17 (gerado in situ a partir de um cloreto de ácido) e uma imina, 
que origina o intermédio 2.18. O fecho do anel forma os produtos finais β-lactâmicos 






































2. Síntese e Actividade Inibitória de Derivados de N-hidroximetil-2-azetidinonas 
 
 54
Para a síntese de N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas, e atendendo que se 
pretende variar os substituintes em C-4, é necessário uma azetidinona inicial que tenha 
um bom grupo abandonante em C-4 como por exemplo o grupo acetoxi.  
 
 Na reacção de Staudinger, o grupo R1 presente na β-lactama em C-4 é 
proveniente da imina, que por sua vez é formada pela reacção entre um aldeído que 
contém o substituinte R1 e uma amina com o substituinte R2. Como tal, se o carbonilo 
do aldeído se ligar ao grupo acetoxi obtemos uma espécie química totalmente diferente, 
um anidrido 2.19, que ao reagir com a amina forma amidas (fórmica e acética), sendo 







O método de Clauss foi o escolhido para a síntese de 4-acetoxi-2-azetidinonas. 
Consiste na reacção do acetoxialceno 2.20, com o isocianato de clorossulfonilo (CSI) 
que por ciclo-adição [2+2] forma a N-clorossulfonilo-4-acetoxi-azetidinona 2.21. Este 
intermédio ao ser tratado com bicarbonato de sódio e sulfito de sódio resulta na 4-
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                                                           2.22b R=Pri, R1=H 
 
A partir dos aldeídos, 2-etilbutilaldeído e 3-metilbutiraldeído, obtiveram-se os 
acetoxialcenos, 1-acetoxi-2-etil-1-buteno (2.20a R=R1= Et) e 1-acetoxi-3-metil-1-
buteno (2.20b R= Pri, R1= H) respectivamente, por reacção dos referidos aldeídos com 
anidrido acético em presença de acetato de sódio, à temperatura de refluxo. Ambos os 
precursores de 2.22a e 2.22b, foram purificados por destilação, obtendo-se rendimentos 
muito diferentes, 85% para o primeiro e 4,5% para o segundo.  
 
Na reacção de ciclo-adição dos referidos acetoxialcenos com o isocianato de 
clorossulfonilo e posterior tratamento com bicarbonato de sódio e sulfito de sódio, o 
produto 2.22a, devido à sua instabilidade química foi recristalizado de hexeno, com um 
rendimento de 34%, enquanto que o produto 2.22b foi purificado por cromatografia em 
coluna obtendo-se um baixo rendimento (1,3%). Este baixo rendimento atribui-se em 
parte à formação de um grande número de produtos secundários que dificultaram o seu 
isolamento. No entanto, uma análise detalhada das 4-acetoxi-2-azetidinonas sintetizadas 
pelo mesmo método, por Firestone e colaboradores, revela que o rendimento da reacção 
aumenta com a diminuição do número de átomos de carbono do substituinte em C-3 da 
β-lactama. Assim, para os grupos etilo, n-propilo e n-butilo em C-3 obtiveram 
rendimentos de 16,3%, 3,3% e 1%, respectivamente. No caso de 2.22b coloca-se a 
hipótese do aumento de volume do Pri, dificultar a ciclo-adição formando-se menor 
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2.2.3 Síntese de Azetidinonas Substituídas em C-4 e N-hidroximetil-2-azetidinonas  
 
Para proceder à substituição do grupo acetoxi em C-4 das azetidinonas pelos 
grupos tiofenoxi, 2-tiobenzoxazol e 2-tiobenzotiazol fez-se reagir o sal sódico dos 
referidos grupos, gerado in situ, por reacção com uma solução de hidróxido de sódio 
com a respectiva azetidinona, em acetona. Os derivados 2.23a-c (Tabela 2.1) foram 
purificados por cromatografia em coluna obtendo-se rendimentos entre os 44 a 55%. O 
produto com maior rendimento 2.23b, necessitou de mais tempo para completar a 
reacção verificando-se o desaparecimento da azetidinona, do meio reaccional, por 1H-
RMN. Com um comportamento diferente dos anteriores o composto 2.23d precipitou no 
meio reaccional, tendo sido recolhido por filtração a pressão reduzida e purificado por 
recristalização de etanol. 
 
















Comp R R1 X 
 
2.23a Et Et SC6H5 
2.23b, 2.24b Et Et A 
2.23c,  2.24c Pri H A 
2.23d, 2.24d Et Et B 









O desaparecimento do sinal dos hidrogénios do grupo acetoxi a 2,12-2,14 ppm, 
nos espectros de 1H-RMN, conjuntamente com o surgimento dos sinais dos hidrogénios 
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aromáticos a 6,88-7,47 ppm e o deslocamento do hidrogénio de C-4 de 5,60 ppm para 
4,79 ppm (2.23a); 6,23 (2.23b); 6,51 (2.23c) e 6,06 (2.23d) comprovam as substituições 
em C-4. 
É de salientar que no 1H-RMN do composto 2.23c, observa-se a 6,51 ppm o sinal 
do hidrogénio em C-4, desdobrado em dupleto por acoplamento com o hidrogénio em 
C-3. A baixa constante de acoplamento vicinal (1,5-2,0 Hz) entre estes dois hidrogénios 
indica que se encontram em posição trans.118 
 
Na oxidação do grupo tiofenilo de 2.23a a fenilsulfona, utilizou-se ácido 3-
cloroperbenzóico em diclorometano, à temperatura ambiente, obtendo-se 71% do 
produto oxidado 2.23e. No espectro de infravermelho justifica-se a sua formação pelo 
aparecimento de duas bandas fortes de elongamento simétrico e assimétrico das ligações 
S=O a 1150 e 1295 cm-1, respectivamente.  
 











Os derivados 2.24b-e foram obtidos por adaptação do processo indicado por Nagai 
e colaboradores, no qual os intermédios 2.23b-e são dissolvidos numa solução aquosa 
de formaldeído a 37 % à qual se adiciona carbonato de potássio.114 Caso ocorram 
dificuldades na dissolução dos compostos junta-se etanol, o que aconteceu com os 
compostos com tioheterociclos em C-4. A reacção decorreu à temperatura ambiente e 
foi controlada por ccd. 
Igualmente nesta reacção o produto 2.24d precipitou no meio reaccional, tendo 
sido recolhido por filtração. Neste caso, a sua solubilidade em alguns solventes 
orgânicos permitiram a sua purificação por cromatografia em coluna. 
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 Como os derivados 2.24 têm um estereocentro em C-4, os hidrogénios 
metilénicos do grupo CH2OH são diastereotópicos, apresentando-se nos espectros de 
1H-RMN por um sistema AX (2.24c e 2.24d) ou AB (2.24b e 2.24e), em que cada 
hidrogénio é representado por um duplo dupleto.119 No caso dos compostos 2.24b e 
2.24e as constantes de acoplamento geminais observadas, 2J, são de 8,6 e 11,5 Hz, 
respectivamente. Devido aos diferentes ambientes magnéticos que rodeiam cada 
hidrogénio diastereotópico, verifica-se em cada composto, duas constantes de 
acoplamento com o hidrogénio do grupo hidroxilo, 3J, consoante o acoplamento se 














J = 11,5 Hz
J = 6,2 Hz
J = 9,0 Hz2.24b
J = 8,6 Hz
J = 6,5 Hz
J = 11,4 Hz  
 
Figura 2.1- Constantes de acoplamento geminais e vicinais dos hidrogénios 
diastereotópicos dos derivados 2.24b e 2.24 e. 
 
No composto 2.24c o sinal do hidrogénio do grupo hidroxilo surge como um 
tripleto devido à fusão dos picos internos do duplo dupleto.  
 
2.2.4 Síntese de N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas 
 
As N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas 2.25a-i, foram obtidas com 
rendimentos de 21-89% (Tabela 2.2) por reacção entre os intermédios 2.24b-e e vários 
isocianatos, alguns substituídos em para por grupos dadores ou atractores de electrões, 
em presença do catalizador trietilamina e utilizando como solvente o diclorometano 
previamente seco. Regra geral, as reacções foram rápidas à temperatura ambiente, 
observando-se o desaparecimento dos intermédios N-hidroximetilados, por ccd, em 
apenas 1 a 2h (2.25a-f). Nas condições reaccionais utilizadas o isocianato estava 
presente em ligeiro excesso em relação à N-hidroximetilazetidinona (1,1 eq. mol.). A 
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dificuldade na purificação de alguns destes derivados, por cromatografia em coluna ou 
cristalização, devido aos produtos secundários formados, reflectiu-se nos seus baixos 
rendimentos. 
 
Tabela 2.2- N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas sintetizadas 





















R2 X R3 
 






Et SO2C6H5 C6H5 
 
33 
2.25b Et Et SO2C6H5 4-MeC6H4 27 
2.25c Et Et SO2C6H5 4-MeOC6H4 74 
2.25d Et Et SO2C6H5 4-MeCOC6H4 89 
2.25e Et Et SO2C6H5 4-Me2NC6H4 85 
2.25f Et Et SO2C6H5 C6H5CH2 21 
 2.25g Et Et A 4-MeOC6H4 27 
 2.25h Et Et B 4-MeOC6H4 57 
2.25i Pri H A 4-MeOC6H4 73 
                                    O
N
SA=





Verificou-se que as N-hidroximetil-2-azetidinonas com tioheterociclos são menos 
reactivas que as N-hidroximetil-2-azetidinonas com o grupo fenilsulfonilo em C-4, 
necessitando aquelas reacções, para ficarem completas, de um aumento da quantidade 
de isocianato (2 eq. mol.) e trietilamina (2 eq. mol.) e do tempo de reacção. Nestas 
condições formaram-se vários produtos secundários. Por exemplo, na reacção de 2.24b 
com o isocianato de 4-metoxifenilo foi isolado o produto secundário 2.26 com um 
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2.2.5 Identificação Espectroscópica de N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas 
 
Todos os compostos sintetizados e representados na Tabela 2.2 originaram 
espectros de 1H e 13C-RMN, MS-EI ou ESI-MS e análises elementares consistentes com 
estrutura proposta. Estes dados encontram-se descritos no Capítulo 5. Salientam-se a 
seguir os aspectos mais importantes desses espectros. 
 
Espetroscopia  de Infravermelho 
 
Nos vários espectros de I.V. das N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas, 
distinguem-se as bandas referentes aos principais grupos funcionais que provam a 
identidade destes derivados: os elongamentos da ligação do grupo carbonilo da função 
β-lactâmica a 1780-1772 cm-1, da ligação do grupo carbonilo do carbamato a 1734-1723 
cm-1, da ligação N-H do carbamato entre 3375 e 3319 cm-1 e das já referidas ligações 
S=O a 1321-1314 cm-1 e 1157-1150 cm-1. 
 
Ressonância Magnética Nuclear 
 
 A existência de um estereocentro em C-4 nos compostos N-(aminocarbonil- 
oxi)metil-2-azetidinonas, 2.25a-h, transforma todos os hidrogénios metilénicos em 
hidrogénios diastereotópicos, magneticamente não equivalentes120, o que se traduz, nos 
vários espectros de 1H-RMN, pela similaridade dos sinais correspondentes aos 
hidrogénios diastereotópicos dos grupos etilo, CH3CH2, e dos  grupos NCH2O. 
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 No grupo etilo, o sinal de cada hidrogénio diastereotópico pode ser classificado 
com um duplo quadripleto sobreposto (dq sobr) devido ao acoplamento com o 
hidrogénio geminal e com os três hidrogénios vicinais, apresentando 2J de 14,9 Hz e 3J 
de 7,5 Hz (Figura 2.2). Nos espectros destes derivados, é usual encontrar a sobreposição 
de dois dq sobr, referentes a dois hidrogénios, o que torna o sinal final mais complexo. 
 
 Por sua vez, os sinais dos dois hidrogénios do grupo NCH2O, foram simplificados 
em relação aos intermédios 2.24, e surgem como dois dupletos com 2J de 11,4-11,7 Hz, 
cujos deslocamentos variam entre 4,66-5,04 ppm e 5,02-5,43 ppm. 
 
No composto 2.25i, os metilos do grupo isopropilo, CH(CH3), de C-3 são também 
grupos diastereotópicos120 originando dois dupletos a 1,12 e 1,16 ppm (3J= 6,8 Hz), por 
acoplamento de cada metilo com o hidrogénio vicinal. Os substituintes Pri em C-3 e 2-
tiobenzoxazol em C-4 continuam com estereoquímica trans, comprovada pelo dupleto a 
6,56 ppm, que comporta uma reduzida constante de acoplamento vicinal (2,0-2,2 Hz), 





J = 14,9 HzHB
HC




Figura 2.2- Sinal e diagrama de acoplamento do hidrogénio diastereotópico do grupo 
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Os hidrogénios diastereotópicos do grupo benzilo, CH2Ph, do composto 2.25f, que 
surgem a 4,27 ppm, formam um sistema ABC com um sinal aparentemente complexo, 
mas perfeitamente explicado pelo diagrama de acoplamento da Figura 2.3. Os 
hidrogénios geminais acoplam entre si com 2J de 14,7 Hz e por sua vez cada hidrogénio 
diastereotópico acopla com o hidrogénio do átomo de azoto do grupo carbamato com 3J 
de 5,6 Hz, surgindo no espectro dois duplos dupletos parcialmente sobrepostos. 
 
Nos espectros de RMN de 13C das N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas é 
possível comprovar as funcionalidades principais destes compostos, isto é, a 
permanência da β-lactama e a formação da função carbamato, pelos sinais dos carbonos 









J = 14,7 Hz J = 14,7 Hz
HA
5,6 Hz 5,6 Hz
HB
HC HC







Figura 2.3- Sinal e diagrama de acoplamento dos hidrogénios diastereotópicos do 
grupo CH2Ph do derivado 2.25f. 
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Espectrometria de Massa 
 
Na espectrometria de massa das N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas 
sintetizadas, foi realizada a sua ionização por impacto electrónico (MS-EI) ou por 
electrospray (ESI-MS). Os espectros por electroionização apresentam, para além dos 
sinais de baixa intensidade correspondentes aos iões M+, MH+ ou [M-CO2]+, vários 
sinais comuns a m/z 77, 125 e 156 de elevada intensidade.  
Na Figura 2.4 representa-se, como exemplo, o esquema de fragmentação do 



















b+c  m/z 125
b+f  m/z 156
m/z 133
m/z 107  
 
Figura 2.4- Esquema das fragmentações correspondentes aos sinais de maior 
intensidade presentes no espectro de massa do derivado 2.25b. 
 
2.3 Determinação da Actividade Catalítica da HLE (Km ) 
 
 
Um dos factores mais importantes que influenciam a velocidade das reacções 
enzimáticas é a concentração do substrato. O parâmetro cinético, Km da HLE foi 
determinado utilizando várias concentrações de substrato cromogénio, N-MeOSuc-L-
Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-p-nitroanilida, de acordo com a Tabela 2.3. Utilizou-se 2x10-8 
M de HLE para a hidrólise do substrato a 25 ºC, em tampão HEPES 0,1M e pH 7,2. A 
absorvância da p-nitroanilina libertada foi acompanhada durante 120 s a um compri-  
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mento de onda de 410 nm. As velocidades iniciais tabeladas representam a média e 
respectivos desvios-padrão, de 3 a 5 ensaios efectuados, nestas condições. 
 




     [S]/mM      103 v±SD/ min-1 
 
0,02 19,9 ± 2,2 
0,1  47,3 ± 10,2 
0,3 77,6 ± 7,6 
0,6 81,2 ± 1,6 
0,8 92,2 ± 0,8 




A representação gráfica de v em função de [S] forma uma curva típica de cinética 
de Michaelis-Menten (Figura 2.5), que se pode classificar como uma secção de uma 
hipérbole rectangular de Equação 2.1, sendo v as velocidades iniciais, V ou Vmax o valor 








Com o tratamento matemático122 dos valores obtidos, determinou-se um Km de 
0,142 ± 0,053 mM (r2 =0,94) para a HLE, o que está em conformidade com o valor de 
0,14 mM publicado por Nakajima e colaboradores.123 O baixo valor de Km é indicativo 
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Figura 2.5- Efeito da concentração de N-MeOSuc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-pNA na 
velocidade inicial da reacção de hidrólise pela HLE, em HEPES 0,1 M, pH 7,2 a 25ºC 
 
 




 A actividade inibitória das N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas 
sintetizadas, 2.25a-e e 2.25g-i, em relação à HLE foi determinada, utilizando o método 
de pré-incubação de Kitz e Wilson.124  
Neste método, o inibidor em excesso é incubado a 25 ºC com a HLE em tampão 
HEPES, 0,1 M, pH 7,2. A tempos pré-estabelecidos são retiradas alíquotas desta mistura 
de incubação e são colocadas em soluções de HEPES, 0,1 M, pH 7,2 que contêm o 
substrato N-MeOSuc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-p-nitroanilida. Este substrato ao ser 
degradado pela HLE não inibida, liberta p-nitroanilina, cuja variação da absorvância, 
durante 60 s, é monotorizada a 410 nm. Por este processo, são determinadas as 
velocidades (v) de degradação do substrato aos vários intervalos de tempo pré-
estabelecidos (t). A constante de velocidade de primeira-ordem observada na inibição da 
enzima, kobs, é obtida pelo declive da recta definida pela Equação 2.2, onde v0 é a 
velocidade de degradação do substrato pela HLE quando o inibidor está ausente.  
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ln(v/v0) = −kobst            ( 2.2) 
 
Nas condições do ensaio, se a concentração do inibidor é muito superior à 
concentração total da enzima, então kobs relaciona-se com a concentração total do 
inibidor pela Equação 2.3, em que kinact é a constante de velocidade de primeira-ordem 
da conversão do complexo reversível (E⋅I) na enzima inibida irreversivelmente (E-I’), e 








A Equação 2.3 pode ainda ser simplificada na Equação 2.4 se o valor de Ki for 
muito mais elevado que o valor de I (Ki>>[I]) 
 




[I]     (2.4)
 
 
A representação gráfica dos vários valores de kobs obtidos para as várias 
concentrações do inibidor, origina uma recta que passa pela origem dos eixos cujo 
declive é igual à constante de velocidade de inactivação de segunda-ordem, kinact/Ki ou 
kobs/[I]. 
 
Nos ensaios realizados, a potência das N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas é 
expressa pela constante de inibição de segunda-ordem, kobs/[I], que foi obtida pela razão 
entre o kobs  e a concentração do inibidor utilizada no ensaio de pré-incubação (em todos 
os  ensaios foi mantida a razão [I]/[E]=100).  
 
Como se pode observar na Tabela 2.4, os derivados de N-hidroximetil-2-
azetidinonas sintetizados são fracos inibidores da HLE. Nos compostos em que X é o 
grupo fenilsulfonilo, a substituição em para no anel de benzeno da função carbamato é 
importante para a actividade inibitória, sendo o melhor substituinte o grupo metoxi, 
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verificando-se para o composto 2.25c, uma constante de inibição de segunda-ordem de 
100 M-1s-1.  
 
Tabela 2.4- Actividade inibitória  dos compostos 2.25a-e e 2.25g-i  na HLE em 






























Et SO2C6H5 C6H5 
 
41,9b 
2.25b Et Et SO2C6H5 4-MeC6H4 60,9b 
2.25c Et Et SO2C6H5 4-MeOC6H4 100b 
2.25d Et Et SO2C6H5 4-MeCOC6H4 85,8 
2.25e Et Et SO2C6H5 4-Me2NC6H4 71,8 
2.25g Et Et A 4-MeOC6H4 40,0 
2.25h Et Et B 4-MeOC6H4 102 
2.25i Pri H A 4-MeOC6H4 104 
                                O
N
SA=




a representa a média de 2 a 4 ensaios de pré-incubação; b valores obtidos da referência 21 
 
A substituição em C-4 do grupo fenilsulfonilo pelo grupo 2-tiobenzoxazol provoca 
uma diminuição na actividade inibitória (2.25g vs 2.25c), facto que ocorre também com 
as N-(carboniloxi)metil-2-azetidinonas, 2.27 e 2.28. Pelo contrário, o grupo 2-
tiobenzotiazol de 2.25h é equivalente ao grupo fenilsulfonilo na influência da acção 
inibitória. 
Os resultados da inactivação enzimática dependem também da especificidade 
primária, como é comprovado pelo derivado 2.25i, cujo grupo isopropilo possivelmente 
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estabeleceu uma melhor interacção com o sub-sítio S1 que o grupo etilo de 2.25g, 








S2.27 X=   kobs/[I] = 52,8 M-1 s-1
2.28 X= SO2C6H5          kobs/[I] = 67,5 M-1 s-1
 
 
Estudos de modelização molecular, com os derivados N-hidroximetil-2-
azetidinonas colocados no centro activo da HLE, demonstraram que os substituintes em 
C-4 aumentam as interacções do tipo Van-der-Waals com amino-ácidos do centro 
activo, e a presença da sulfona permite a formação de ligações de hidrogénio com o NH 
do resíduo de Val-216. Foi também observado uma enantiosselectividade enzimática 
para os enantiómeros com a configuração R.125 
 
A incubação dos inibidores 2.25e, g, h e 2.25i com a HLE, provoca uma perda 
lenta e parcial da actividade enzimática ao longo do tempo. A percentagem de inibição 
da HLE varia entre os 40 a 60% após sensivelmente 5 h (Figura 2.6). Em todos os 
derivados testados não se verificou recuperação da actividade enzimática, no meio de 
incubação, num período de 24 h, o que indicia a irreversibilidade da inibição. 
 
Na linearização gráfica dos resultados ln (v/v0) vs t verificou-se que a cinética de 
inibição tem um comportamento bifásico, que já tinha sido observado na inibição da 
PPE pelos derivados acil, carbamil, tiocarbamil e guanidino de 7-amino-4-cloro-3-etoxi-
isocumarinas 2.29. Nestes casos, a potência inibitória destes derivados era baseada na 
inactivação de 60-80% da actividade enzimática, que ocorria nos primeiros 1-2 minutos 
de incubação. Após este período, a segunda fase de inibição ocorria mais lentamente até 
atingir a completa inactivação da PPE.126  
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Y= MeCO; MeHNCO; EtNHCS; H2NC(=NH2+) 
 
Com os derivados 2.25d-i a constante de primeira-ordem, kobs, é determinada nos 
primeiros 15 a 25 minutos de inactivação da HLE, o que corresponde a uma inibição de 
14-25% (Figura 2.7). Igualmente, a segunda fase de inibição ocorre mais lentamente 



























Figura 2.6- Diminuição da actividade enzimática em função do tempo  dos compostos  
2.25e ( ), 2.25g ( ), 2.25h ( ) e 2.25i ( ) em HEPES, pH 7,2 a 25ºC, com uma 
concentração de inibidor na mistura de incubação de [I] = 100[E]. 
 
O estudo da estabilidade do composto 2.25c, em tampão fosfato, pH 7,4 a 37ºC, 
demonstrou que este composto é hidrolisado muito lentamente, com um tempo de semi-
vida superior a 208 dias. Por comparação, as correspondentes N-(carboniloxi)metil-2-
azetidinonas são mais instáveis, apresentando o análogo 2.28, que difere estruturalmente 
de 2.25c somente no grupo abandonante, um tempo de semi-vida de aproximadamente 
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125 dias.125 Segundo estes resultados a menor reactividade e  nucleofugacidade do 



















Figura 2.7 – Inactivação da HLE pelos derivados 2.25d ( ), 2.25e ( ) e 2.25h ( ) em 
HEPES, pH 7,2 a 25ºC com uma concentração de inibidor na mistura de incubação de 
[I] = 100[E]. 
 
 
  Em resumo, as N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas são compostos que 
diminuem a actividade da HLE com uma cinética bifásica, cuja primeira fase atinge 14-
25% de inibição e a partir da qual são determinadas as constantes de segunda-ordem que 
variam entre 40 a 104 M-1 s-1, sendo os compostos mais eficazes os que têm em C-4 o 
grupo fenilsulfonilo ou o grupo 2-tiobenzotiazol e o carbamato p-metoxifenilo. Para 
todos os derivados testados, não se verificou recuperação da actividade enzimática, no 
meio de incubação, durante 24 h. 
A grande estabilidade associada a um valor teórico de 3,2 para o log P127 de 2.25c, 
sugerem que as N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas podem ser consideradas bons 
candidatos para administração intra-venosa ou oral, embora tenham a desvantagem de 
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 3. Síntese e Actividade Inibitória de Derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas 




Atendendo aos resultados obtidos no capítulo anterior, em que os derivados de N-
hidroximetil-2-azetidinonas demonstraram provocar uma inibição fraca mas dependente 
do tempo na HLE, é necessário agora encontrar as alterações estruturais que possam 
optimizar essa inibição. Reconhece-se que a reactividade intrínseca do anel β-lactâmico 
é importante para a inibição e que esta reactividade ao ataque de um nucleófilo, como o 
átomo de oxigénio do grupo hidroxilo da Ser-195, depende essencialmente da 
nucleofugacidade do grupo abandonante quando ocorre o colapso do intermédio 
tetraédrico.  
No caso dos derivados de N-hidroximetil-2-azetidinonas o grupo abandonante é 
uma amina secundária 3.1, com os dois carbonos vicinais ligados a dois grupos com 
efeito indutivo atractor de electrões, como por exemplo o SO2Ph e o OCONHR (pKa de 
3.1≅ 2)128. Pode-se aumentar a nucleofugacidade desta amina, isto é, baixar o seu pKa, 
se um dos carbonos vicinais se encontrar ligado a mais um grupo com efeito 


































         
W= OCO, OCONH 
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Na estrutura 3.3 são mantidos os dois grupos etilo em C-3, X representa grupos 
atractores de electrões como os utilizados no capítulo anterior e introduziu-se o grupo 
fenoxi. Foi também utilizada a azetidinona não substituída em C-4, a 3,3-dietil-2-
azetidinona. Os grupos abandonantes ligados a C-1’ são representados por ácidos 
carboxílicos ou ácidos carbamicos. 
 
O mecanismo de inibição suicida proposto para estes derivados é idêntico ao 






















3.2 Obtenção de Derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas 
 
 
O processo geral de síntese dos derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas 
(Esquema 3.1) é semelhante ao processo sintético dos derivados de N-hidroximetil-2-
azetidinonas. O primeiro composto a ser obtido é a N-(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metil-
2-azetidinona 3.5, através da reacção da β-lactama 3.4, com o glioxalato de etilo em 
tolueno, seguindo-se a reacção deste intermédio com o cloreto de ácido ou o isocianato 
pretendido, em diclorometano com trietilamina, para a formação da N-(1-aciloxi-1-
etoxicarbonil)metil-2-azetidinona 3.6, ou da N-(1-aminocarboniloxi-1-etoxicarbonil) 
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3.2.1 Síntese de N-(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metil-2-azetidinonas 
 
 Barret e coloradores referem a síntese da etoxicarbonil-hidroximetilazetidinona 
3.9, com um rendimento de 86%, quando adicionam a azetidinona 3.8, a 1,5 eq. mol. de 
glioxalato de etilo (50% em tolueno) em tolueno e refluxam a mistura reaccional 
durante 19 h. (Esquema 3.2).129,130 O mesmo processo é indicado por outros autores para 
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Em alternativa, Oumach e colaboradores sintetizaram os N-hidroxiésteres 3.11, 
por reacção das azetidinonas 3.10, com o 2-hidroxi-2-metoxiacetato de metilo em 
presença de trietilamina em THF (Esquema 3.3). O método consiste no aquecimento a 
60 ºC, durante 3 h sob vácuo elevado (0,1 mmHg), do resíduo da mistura reaccional, 
obtido por evaporação do THF após a mistura reaccional ter inicialmente reagido 
durante 1 h à temperatura ambiente. Obtiveram uma proporção 1:1 para os dois 


















Seguindo a metodologia de Barret procedeu-se à síntese de 3.12b (Tabela 3.1) 
colocando-se em refluxo lento durante 8 horas a 3,3-dietil-4-fenilsulfonil-2-azetidinona 
2.23e, com a solução a 50% de glioxalato de etilo em tolueno (3 eq. mol.). Desta 
reacção resultou uma mistura complexa de produtos, da qual se isolou por 
cromatografia em coluna 29% do produto pretendido mas ainda impuro.  
 
Ao analisar a síntese das N-hidroximetilazetidinonas (c.f. Capítulo 2), constatou-se 
que a reacção ocorria em meio básico devido à presença do carbonato de potássio, que 
se dissolvia na solução aquosa de formaldeído. Por analogia com esta reacção, 
adicionou-se à mistura formada pela solução de glioxalato de etilo e 2.23e 
diclorometano como solvente, para o refluxo se efectuar a temperaturas não muito 
elevadas, carbonato de potássio para aumentar a nucleofilia de 2.23e e o catalizador de 
transferência de fase, o brometo de tetrabutilamónio, com a finalidade de solubilizar em 
meio orgânico o carbonato de potássio. As proporções entre a base e o catalizador foram 
testadas, chegando-se à conclusão que 0,8 equivalentes da base para 0,4 equivalentes do 
catalizador era a relação que permitia obter um espectro de 1H-RMN optimizado da 
mistura reaccional.  
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Na realidade, o produto 3.12b tem um segundo estereocentro em C-1’, em relação 
ao respectivo reagente e como tal existe a possibilidade de se formarem quatro 
enantiómeros, que agrupados em pares constituem dois diastereoisómeros. O espectro 
de 1H-RMN da mistura reaccional é complexo devido à duplicação dos sinais 
provenientes dos diastereoisómeros, aos quais se juntam os sinais dos produtos 
secundários. No entanto, os sinais que se evidenciam e que caracterizam a formação de 
3.12b são os dois tripletos a 1,30 ppm e 1,32 ppm dos três hidrogénios do grupo 
CH3CH2O e os dois dupletos do hidrogénio do estereocentro C-1’a 5,17 ppm e 5,49 
ppm. 
 
Utilizando este método foram sintetizados os compostos N-(1-etoxicarbonil-1-
hidroxi)metil-2-azetidinonas que constam na Tabela 3.1.  
 




















X η(%) r.d. 
 
3.12a H 85 _ 
3.12b SO2Ph 86 1,5:1a 
3.12c A 92 1,25:1a
3.12d OPh 74 1,25:1a
                                              a obtido a partir da análise dos espectros de 1H-RMN da mistura de diastereoisómeros 
          r. d.  razão diastereomérica 





Os novos intermédios, a 3,3-dietil-4-fenoxi-2-azetidinona e a 3,3-dietil-2-azetidi-
nona, foram obtidos a partir da 4-acetoxi-3,3-dietil-2-azetidinona 2.22a. O primeiro, por 
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reacção de 2.22a com o fenol e NaOH em acetona como já foi descrito no capítulo 
anterior. No segundo, adaptou-se a técnica descrita por Ogilvie e colaboradores, que 
consiste na redução da 4-acetoxi-2-azetidinona não substituída em C-3 com NaBH4 em 
etanol a 0 ºC.133 A 3,3-dietil-2-azetidinona formou-se, nestas condições, a partir de 
2.22a com um rendimento de 30 %. 
 
Os rendimentos obtidos na síntese de 3.12a-d são elevados, mas não resultam de 
uma operação de purificação. Após evaporação dos solventes, os compostos iónicos 
(base e catalizador) são retirados da mistura reaccional e o resíduo resultante é utilizado 
na síntese dos compostos finais. 
 
Embora não se tenha procedido à separação do par de diastereoisómeros formados 
em cada reacção, a análise dos espectros de 1H-RMN da mistura reaccional permitiu 
determinar a sua proporcionalidade. Para esta determinação consideraram-se os dois 
singuletos dos protões de C-4 e os dois dupletos de C-1’ de ambos os diastereoisómeros. 
A razão entre as integrações dos sinais referidos, corresponde à proporcionalidade dos 
diastereoisómeros isolados. Todos os compostos encontram-se completamente 
caracterizados no Capítulo 5. 
 
3.2.2 Síntese de N-(1-aciloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-azetidinonas 
 
Os ésteres 3.13a-c (Tabela 3.2) foram obtidos na reacção dos intermédios 3.12a-c 
com o cloreto de p-metoxibenzoílo, em diclorometano anidro, à temperatura ambiente, 
utilizando como catalizador a trietilamina.  
A escolha deste cloreto para todos os ésteres sintetizados prende-se com os 
resultados obtidos com os derivados de N-hidroximetil-2-azetidinonas. De facto, dos 
compostos sintetizados, o derivado 2.25c, que apresenta na sua estrutura o carbamato p-
metoxifenilo, é um dos mais potentes na inactivação da HLE. 
 
Os rendimentos dos produtos oscilaram entre os 24 e 65%, sendo a formação de 
vários produtos secundários a principal razão para a dificuldade encontrada no 
isolamento dos produtos pretendidos, por cromatografia em coluna, e para o baixo 
rendimento de 3.13a e 3.13b. 
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Tal como os intermédios 3.12, os derivados, 3.13b e 3.13c têm dois estéreo- 
centros em C-4 e C-1’, formando-se assim dois diastereoisómeros. Na síntese de 3.13b 
só foi possível isolar um dos diastereoisómeros, estando o outro diastereoisómero na 
mistura reaccional certamente em quantidades vestigiais. No caso do derivado 3.13c, os 
dois diastereoisómeros co-eluiram na cromatografia em coluna, e posteriores tentativas 
de isolamento não foram eficazes. A análise da proporcionalidade dos dois 
diastereoisómeros formados foi efectuada, tal como nos anteriores compostos, a partir 
das integrações dos dois pares de singuletos correspondentes aos protões em C-4 e 
OCH3, referentes a cada um dos diastereoisómeros, presentes no espectro de 1H-RMN. 
Em cada par de sinais a razão entre as integrações foi de aproximadamente 1:1. 
 















X η(%) r.d. 
 
3.13a H 27 _ 
3.13b SO2Ph 24 1:0a 
3.13c A 65 1:1b 
                             a obtida a partir dos rendimentos relativos dos diastereoisómeros isolados 
b obtida a partir da análise do espectro de 1H-RMN da mistura dos dois diastereoisómeros 
r.d. razão diastereomérica 





Isolaram-se e identificaram-se por RMN e espectrometria de massa os produtos 
secundários 3.14a e 3.14b provenientes das reacções de formação de 3.13a e 3.13b. É 
possível explicar a sua formação se considerarmos que os intermédios 3.12a e 3.12b, 
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por não se encontrarem puros, possam conter em pequena quantidade os compostos 









EtAO2C CO2EtB  
 
3.14a X= H (2%) 
        3.14b X= SO2Ph (3%) 
 
3.2.3 Identificação Espectroscópica de N-(1-aciloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-
azetidinonas  
 
Todos os compostos representados na Tabela 3.2 originaram espectros de 1H-
RMN, 13C-RMN, ESI-MS e análises elementares consistentes com a estrutura proposta. 
Alguns desses dados encontram-se descritos no Capítulo 5.  
 
 Espectroscopia de Infravermelho 
 
Nos espectros de I.V. as bandas de elongamento das ligações carbonilo, dos 
principais grupos funcionais das N-(1-aciloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-azetidinonas 
sintetizadas, ou seja dos grupos NCO, OCOAr e COOEt, ocorrem a frequências muito 
próximas, verificando-se sobreposições de bandas. A banda a 1757 cm-1, no caso de 
3.13a e as bandas a cerca de1790 cm-1, no caso de 3.13b e 3.13c são provenientes da 
forte ligação carbonilo da β-lactama. Nos 3 compostos, os grupos carbonilo dos ésteres 
aromáticos manifestam-se com bandas a 1720-1724 cm-1. No espectro de 3.13c, 
encontra-se perfeitamente visível, a banda do carbonilo do éster CO2Et a 1756 cm-1. 
 
Ressonância Magnética Nuclear 
 
As Tabelas 3.3 e 3.4 compilam os principais dados espectroscópicos de 1H e 13C 
que caracterizam e identificam os derivados 3.13a-c. 
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Conjuntamente com os hidrogénios diastereotópicos dos grupos CH2CH3 em C-3, 
já referidos no Capítulo 1, temos nestes compostos os hidrogénios diastereotópicos do 
grupo CO2CH2CH3, que nos espectros de 1H-RMN apresentam um único sinal. Estes 
hidrogénios, magneticamente diferentes, acoplam entre si e cada um acopla com os três 
hidrogénios vicinais. O sinal formado, considerando a sua multiplicidade, pode ser 
classificado como dois duplos quadripletos sobrepostos (2 × dq sobr). Nos derivados 
3.13a-c, os sinais dos referidos hidrogénios diferem nos três compostos, no entanto, 
mantêm as constantes de acoplamento vicinais, 3J, de 7,2 Hz e as constantes de 
acoplamento geminais, 2J, de 10,6-10,8 Hz. 
 
Os diferentes padrões de acoplamento observados para os três sinais, são 
provocados pelos diferentes ambientes magnéticos, que afectam os dois hidrogénios 
diastereotópicos, em cada um dos compostos, que por consequência vão provocar 
distintos sinais iniciais não acoplados que podem ter deslocamentos químicos próximos 
ou afastados. Assim, o Δδ entre os dois sinais não acoplados dos hidrogénios 
diastereotópicos de 3.13a é de 0,048 ppm. Esta diferença obriga a uma sobreposição dos 
quatro quadripletos formando um sinal com 12 picos. Contrariamente a estes, os dois 
hidrogénios diastereotópicos de 3.13b têm um Δδ de 0,088 ppm o que permite uma 
maior expansão do sinal, evitando a sobreposição de picos, resultando um sinal de 16 
picos (Figuras 3.1 e 3.2). 
 
Para além dos hidrogénios mencionados, acrescenta-se ao derivado 3.13a os 
hidrogénios diastereotópicos em C-4, que se manifestam no espectro de 1H-RMN por 
um duplo dupleto com uma constante de acoplamento geminal, 2J, de 6 Hz. 
 
É interessante verificar que nos espectros de 1H-RMN dos produtos secundários 
3.14a e 3.14b, os dois hidrogénios diastereotópicos do grupo CO2EtA seguem o padrão 
de acoplamento comum aos compostos 3.13 (2 × dq sobr, 3J=7,2; 2J=10,6 Hz), enquanto 
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a ausência ou sobreposição do respectivo sinal no espectro 

















































































































110,48; 110,67; 112,43; 112,84 
113,67; 114,02; 120,00; 120,37 
124,39; 124,58; 124,97; 125,04 
130,74; 132,01; 132,29 
146,90; 164,34; 180,43 
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Figura 3.1- Sinal e diagrama de acoplamento dos hidrogénios diastereotópicos do 






































J = 7,2 Hz
 
 
Figura 3.2- Sinal e diagrama de acoplamento dos hidrogénios diastereotópicos do 
grupo OCH2CH3 do derivado 3.13b. 
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3.2.4 Síntese de N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas e de N-(1-amino- 
carboniloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-azetidinonas   
 
Com o objectivo de sintetizar as N-(1-aminocarboniloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-
azetidinonas (ver 3.3, W=OCONH), testou-se o intermédio 3.12b (Esquema 3.4). Ao 
3.12b em diclorometano, previamente seco, adicinou-se o isocianato de p-metoxifenilo 
(1,1 eq. mol.) e trietilamina (1 eq. mol.), prosseguindo a reacção à temperatura 
ambiente. O seguimento do desaparecimento de 3.12b por ccd possibilitou identificar o 
fim da reacção. Evaporou-se a trietilamina e a purificação do resíduo resultante foi 
realizado por cromatografia em coluna. Foram recolhidos todos os produtos formados e 
identificados por 1H-RMN. Surpreendentemente nenhum dos produtos era o derivado 
aminocarboniloxi pretendido, o que facilmente se reconhecia pela ausência do grupo 
etoxicarbonilo nos espectros de 1H-RMN. Uma análise dos dados de espectroscopia de 
1H-RMN, 13C-RMN e espectrometria de massa indicavam que o composto maioritário 
formado tinha a estrutura 3.16b, que poderia resultar de uma ciclização intramolecular 


































Sabendo que estes derivados também têm dois estereocentros, em C-4 e C-5’ 
(Esquema 3.4), o composto 3.16b seria o diastereoisómero maioritário, 3.16bM, 
enquanto que o diastereoisómero minoritário 3.16bm, eluiu noutra fracção, facilmente 
identificável pela similaridade dos espectros de 1H-RMN dos dois produtos isolados.  
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Nas mesmas condições reaccionais, fizeram-se várias experiências, utilizando as 
N-(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metil-2-azetidinona sintetizados 3.12a-d, que reagiram 
com vários isocianatos. Os produtos formados, os rendimentos assim como as razões 
diastereoméricas estão compilados na Tabela 3.5. 
 
A reacção do N-(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metilo da azetidinona não substituída 
em C-4 3.12a, com o isocianato de benzilo deu origem à N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-
azetidinona 3.16a, com 33% de rendimento. Nenhum dos produtos formados e isolados 
foi identificado como o derivado acíclico correspondente 3.15a. A adição do mesmo 
isocianato ao N-(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metilo da azetidinona substituída em C-4 
com o grupo fenilsulfonilo 3.12b, resultou na formação dos dois diastereoisómeros da 
N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinona 3.16c, isoláveis por cromatografia em coluna, 
na proporção de 2:1. A mesma proporção tinha sido obtida entre os dois 
diastereoisómeros isolados do derivado 3.16b, quando 3.12b reagiu com o isocianato de 
p-metoxifenilo. Conclui-se com estes resultados que o tamanho dos substituintes em C-
4 (3.16a vs 3.16c) ou o aumento do pKa do grupo amino do carbamato (3.16b vs 3.16c) 
não afectam a ciclização intramolecular na formação das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-
azetidinonas. 
Isolou-se, com um rendimento razoável, a mistura dos dois diastereoisómeros da 
oxazolidine-2,4-diona 3.16e, que co-eluiram na cromatografia em coluna. A dificuldade 
na separação dos diastereoisómeros é comum para os derivados das azetidinonas com o 
grupo 2-tiobenzoxazol em C-4. A proporcionalidade de 2,3:1 entre os dois 
diastereoisómeros, foi estabelecida pela análise dos dois pares de singuletos, 
correspondentes aos protões em C-4 e ArCH3.  
 
Todavia, existe um factor que afecta a formação das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-
azetidinonas: o impedimento estereoquímico no isocianato. Quando o 2-
isocianobenzoato de metilo e o derivado 3.12b reagem, o produto formado na reacção, 
contrariamente às anteriores, é o carbamato acíclico 3.15d. Este resultado justifica-se 
pela dificuldade do ataque do azoto da amina do carbamato ao carbono carbonílico do 
grupo etoxicarbonilo quando aquele azoto se encontra na vizinhança de um grupo 
volumoso como o 2-metoxicarbonilo presente no anel aromático do isocianato. 
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Tabela 3.5 - Rendimentos e razões diastereoméricas de N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-





























aobtida a partir da análise do espectro de 1H-RMN da mistura dos dois diastereoisómeros. As restantes 
proporcionalidades foram obtidas a partir dos rendimentos relativos dos diastereoisómeros. 






Surpreendentemente, a reacção entre o intermédio 3.12d, em que a azetidinona 
apresenta um grupo fenoxi em C-4, e o isocianato de benzilo, originou uma mistura de 
produtos, a N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinona 3.16f, e o correspondente compos- 
to carbamato acíclico 3.15f. Verificou-se que no espectro de 1H-RMN da mistura 
reaccional, a integração dos picos referentes aos hidrogénios em C-4, dos dois 
diastereoisómeros de 3.16f, apresentavam uma proporcionalidade de 1,3:1, enquanto a 
integração dos picos referentes aos hidrogénios em C-1’, dos dois diastereoisómeros de 
r.d. η(%) Comp X R Comp  η(%) r.d. 
-- 33 3.16a H C6H5CH2 3.15a 0 -- 
2:1 50 3.16b SO2C6H5 4-MeOC6H4 3.15b 0 -- 
2:1 40 3.16c SO2C6H5 C6H5CH2 3.15c 0 -- 
-- 0 3.16d SO2C6H5 2-MeO2CC6H4 3.15d 19 1,2:1 
2,3:1a 63 3.16e A 4-MeC6H4 3.15e 0 -- 
1,5:1 43 3.16f OC6H5 C6H5CH2 3.15f 17 n.d. 
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3.15f, apresentavam uma proporcionalidade de 1:0,3. Após o isolamento dos compostos 
por cromatografia em coluna, as proporcionalidades alteraram-se ligeiramente para 
1,5:1, no caso de 3.16f, enquanto que no caso de 3.15f, o diastereoisómero maioritário 
3.15fM foi isolado com 17 % de rendimento e o isolamento do minoritário 3.15fm foi 
em quantidade muito reduzida, possibilitando unicamente a sua identificação por 1H-
RMN. A complexidade da mistura reaccional obtida nesta reacção dificultou o 
isolamento dos produtos pretendidos influenciando assim as suas proporcionalidades. 
 
3.2.4.1 Ciclização de Oxazolidine-2,4-dionas em Presença de Trietilamina 
 
São vários os processos químicos referidos na literatura que descrevem a síntese 
de oxazolidine-2,4-dionas, no entanto, o método que mais se aproxima do executado na 
síntese das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas é o que envolve a reacção entre α-
hidroxiésteres e aril ou alquil isocianatos. Por exemplo, a 3,5,5-trimetiloxazolidine-2,4-
diona foi obtida por tratamento do éster α-hidroxi-isobutirato de etilo com isocianato de 
metilo, resultando desta reacção o intermediário acíclico com a função éster e 
carbamato, cuja ciclização se processou por aquecimento sem a intervenção de 
catalizadores.134 
Recentemente, foi publicado um método inovador da síntese de oxazolidine-2,4-
dionas não substituídas em N-3, que possibilitou uma análise mecanística (Esquema 
3.5) comprovando que o fecho do anel do carbamato acíclico é facilitado por 
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O progresso da reacção, foi monitorizado por LC-MS, que esclareceu que a 
formação do tricloroacetilcarbamato 3.17 ocorre rapidamente em diclorometano ou 
THF. No passo seguinte, a existência do carbamato primário 3.18 foi observada quando 
a mistura reaccional foi aquecida em etanol. Todavia, o produto final 3.19 só foi 
conseguido quando o aquecimento se realizava em presença de uma base, especifi- 
camente a trietilamina.135 
 
Guanti e colaboradores sintetizaram o clozolinato 3.21, uma N-ariloxazolidine-
2,4-diona com acção anti-fúngica, a partir do α-hidroxiéster 3.20, isocianato de 3,5-























A formação do produto só ocorreu após o refluxo da mistura reaccional, durante 
uma noite. Na ciclização do clozolinato, a utilização de refluxo é plausível devido ao 
maior impedimento estereoquímico ao ataque do azoto ao carbono carbonílico, na 
reacção intra-molecular, porque o carbono adjacente tem dois substituintes (CO2Ph e 
CO2Et), o que não se verifica nas sínteses das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas, 
3.16. Em compensação, o grupo fenoxi presente em 3.20, é um melhor grupo 
abandonante que o grupo etoxi, dos intermédios 3.16a-f. 
 
O que estas três sínteses documentam é a importância do aquecimento do meio 
reaccional, preferencialmente em presença de um catalizador, para que ocorra a reacção 
de ciclização intramolecular do intermédio formado à temperatura ambiente. Como tal, 
no caso das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas surpreende o facto da ciclização 
ocorrer facilmente e rapidamente à temperatura ambiente. 
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Na tentativa de esclarecer qual a influência do anel β-lactâmico no processo de 
ciclização intramolecular, testou-se a reacção entre o α-hidroximetilacetato de etilo e o 
isocianato de p-metoxifenilo, nas mesmas condições de síntese dos derivados 3.16. O 
grupo metilo substitui nesta reacção a β-lactama, enquanto o isocianato foi o utilizado 
na síntese de 3.16b. O resultado confirma a dificuldade da ciclização à temperatura 
ambiente, em presença de trietilamina, obtendo-se 42% do composto acíclico 3.22 e só 

















Este resultado sugere que a relativa facilidade de ciclização intramolecular 
observada à temperatura ambiente, nos derivados 3.16, se deve à influência da β-
lactama.  
 
3.2.5 Identificação Espectroscópica de N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas 
 
Todas as N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas representadas na Tabela 3.5 
originaram espectros de 1H-RMN, 13C-RMN, ESI-MS e análises elementares 
consistentes com a estrutura proposta. Alguns desses dados encontram-se descritos no 
Capítulo 5.  
 
Espectroscopia de Infravermelho 
 
Os grupos carbonilo das principais funções das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2 
azetidinonas estão representados, nos vários espectros de I. V., por três bandas muito 
próximas de diferentes intensidades. A banda de menor intensidade, situada a 1824-
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1830 cm-1 é proveniente do elongamento da função carbonilo do grupo OCON, a banda 
de intensidade intermédia a 1780-1790 cm-1 corresponde à absorção do carbonilo da β-
lactama, por fim a banda mais intensa, a 1751-1758 cm-1 resulta do elongamento do 
carbonilo do grupo CCON.134 
 
Ressonância Magnética Nuclear 
 
As Tabelas 3.6 e 3.7 reúnem os dados espectroscópicos de 1H e 13C que 
caracterizam os derivados 3.16 sintetizados. 
Em termos gerais, os espectros de 1H-RMN dos diastereoisómeros maioritários 
(3.16b,c,e,fM) pouco diferem em relação aos diastereoisómeros minoritários 
(3.16b,c,e,f m), como se exemplifica com a Figura 3.3, correspondente aos espectros de 
3.16bM e 3.16bm, respectivamente. 
Nestes dois espectros, para além da total separação ou alguma sobreposição dos 
sinais correspondentes aos hidrogénios CH2CH3, a divergência mais evidente é o 
deslocamento do sinal do protão do estereocentro C-5’, presente a 6,20 ppm no espectro 
de 3.16bM e a 5,58 ppm no espectro de 3.16bm (Δδ =0,62). Contudo, esta diferença é 
menor se compararmos o mesmo sinal nos espectros dos diastereoisómeros 3.16cM e 
3.16cm (Δδ =0,43) e inexistente nos espectros dos diastereoisómeros 3.16fM e 3.16fm. 
 
Como é evidenciado pela Tabela 3.6, com excepção do espectro de 3.16fM cujo 
sinal dos hidrogénios diastereotópicos, NCH2Ph, sofreu uma isocronia acidental120 e se 
manifesta espectroscopicamente por um singuleto a 4,43 ppm, nos restantes espectros os 
respectivos hidrogénios estão perfeitamente definidos por um sistema AB ( Δν/J ≅ 1,2-
1,7) com uma constante acoplamento geminal de 14,5 Hz ou de 15,4 Hz. 
 




















































CH2CH3 CH2CH3 CHX NCHO XArH 











3H, t, J=7,4 
0,96 






1H, d, J=5,1 
3,07 









1H, d, J=14,5 
4,73 






3H, t, J=7,4 
0,97 
3H, t, J=7,5 
 
1,49 
1H, dq sobr, J=7,3; 15 
1,68 
1H, dq sobr, J=7,3; 14,8 
1,85 
1H, dq sobr, J=7,3; 14,8 
2,00 









2H, t, J=7,4 ; ArHm 
7,74 
1H, t, J=7,4; ArHp 
8,02 
2H, d, J=7,4; ArHo 
 
7,00 
2H, d, J=9,1; ArHm 
7,37 









3H, t, J=7,4 
1,0 





1H, dq sobr, J=7,3; 14,7 
2,22 









2H, t, J=7,3 ; ArHm 
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1H, t, J=7,3; ArHp 
8,06 
2H, d, J=7,3; ArHo 
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2H, d, J=9,2; ArHm 
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3H, t, J= 7,4 
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1H, dq sobr, J=7,3; 14,8  
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1H, dq sobr, J=7,4; 14,9 
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1H, dq sobr, J=7,4; 14,9 
2,04 
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3H, t, J= 7,4 
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62,29 173,40 46,91 78,42 153,77 
 













67,14 171,53 78,14 77,16 160,18 165,48 114,73; 122,92 (Cq); 127,45; 129,43
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3. Síntese e Actividade Inibitória de Derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas 
97 
 
Cristalografia de Raio X 
 
Das duas estruturas cristalinas do derivado 3.16c, somente os cristais de 3.16cm 
foram adequados para a cristalografia de Raio X. (Figura 3.4) 
Confirmou-se que 3.16cm é formado por um par de enantiómeros, nos quais os dois 
anéis das oxazolidine-2,4-dionas encontram-se quase planares, enquanto que as orientações 
espaciais dos substituintes C-3 e C-4, nas duas azetidinonas, estão invertidas. As 
configurações absolutas, observadas na cristalografia, dos estereocentros assinalados por 
C1 na azetidinona e C1 na oxazolidinediona são S e R, e R e S nos estereocentros C31 e C34 
do segundo enantiómero. 
 
 
Figura 3.4- Estrutura cristalina do par de enantiómeros do composto 3.16cm. 
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3.2.6 Identificação Espectroscópica de N-(1-aminocarboniloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-
azetidinonas   
 
Os dados complementares de I.V., ESI-MS e análises elementares que identificam e 
caracterizam as N-(1-aminocarboniloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-azetidinonas sintetizadas  
podem ser consultados  no Capítulo 5. 
 
Ressonância Magnética Nuclear 
 
Os dados espectroscópicos de 1H e 13C dos compostos N-(1-aminocarboniloxi-1-
etoxicarbonil)metil-2-azetidinonas estão organizados nas Tabelas 3.8 e 3.9. 
 
Completamente diferente da multiplicidade do sinal do grupo NHCH2Ph do 
composto N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinona 2.25f (c.f. Capítulo 2), o sistema ABC 
dos hidrogénios diastereotópicos do derivado 3.15fM surge no respectivo espectro de 1H-
RMN a δ 4,38 ppm, como um aparente dupleto, cuja expansão revela um sinal mais 
complexo, formado por dois picos intensos, cada um ladeado por um par de picos de muito 
fraca intensidade, sendo o total de 6 picos. Neste sinal, verifica-se uma constante de 
acoplamento geminal, 2J, de 14,7 Hz e uma constante vicinal, 3J, de 5,9 Hz. A 
sobreposição total de dois dupletos, como é demonstrado pela Figura 3.5, fundamenta o 
sinal observado. 
 
Também nestes derivados e comparando os espectros dos diastereoisómeros 3.15dM 
e 3.15dm, os deslocamentos dos sinais correspondentes aos hidrogénios de C-1’ são os 
mais divergentes. Contudo é de salientar as diferentes manifestações dos dois protões dos 
grupos OCH2CH3, que no caso do espectro de 3.15dM se conseguem diferenciar pelos 
sinais a 3,86 e 4,01 ppm, enquanto que surgem no espectro de 3.15dm como um único 
sinal a 4,24 ppm formado por 14 picos, o que implica uma sobreposição dos dois duplos 
quadripletos totalmente diferente das indicadas nos diagramas de acoplamentos das Figuras 
3.1 e 3.2.  
 
 














Figura 3.5 – Diagrama de acoplamento dos hidrogénios diastereotópicos do grupo CH2Ph 
do derivado 3.15fM. 
 
 




Foi utilizado o método de pré-incubação de Kitz e Wilson previamente descrito (c.f. 
Secção 2.4, Capítulo 2) para determinar a actividade inibitória na HLE dos derivados de N-
hidroxialquil-2-azetidinonas sintetizados. Os resultados indicam que são fracos inibidores 
da HLE, com constantes de segunda-ordem que variam entre 10,3 e 144 M-1 s-1 (Tabela 
3.10). 
 
 Tal como os derivados de N-hidroximetil-2-azetidinonas, a maioria dos compostos 
sintetizados, apresenta uma cinética de inibição bifásica, em que o kobs é calculado na 
primeira fase de inibição, isto é, durante os primeiros 15-18 minutos, o que no caso das N-
(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas corresponde a cerca de 70-85% de inactivação da 
HLE quando o derivado é dos mais potentes como o 3.16fm (85%) ou o 3.16cM (70%), 
ocorrendo também 60-40% de inactivação quando o derivado é mais fraco como o 3.16bM 
(55%) ou 3.16a (40%). Para o mesmo tempo de inibição, os derivados de N-hidroximetil-
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o que diferencia os dois grupos de derivados, uma vez que a comparação entre os 
valores das constantes de segunda-ordem, não revela diferenças significativas (40-104 
M-1 s-1 vs 10,3-144M-1s-1).  
 
Verificou-se que os derivados 3.13, 3.15 e 3.16 provocam uma redução da 
actividade da HLE ao longo do tempo (Figura 3.6) que pode ser quase total, como é 
demonstrado pelos derivados 3.16cM, 3.16fM e 3.15fM, com 90-97% de inactivação da 
HLE, após sensivelmente 3h do inicio do ensaio, ou uma redução parcial que vai 
aumentando ao longo do tempo para valores de 80% de inactivação após 5 a 6 h, no 
caso dos compostos 3.16bM e 3.13c. Nos vários ensaios realizados, também não foi 






























Figura 3.6- Diminuição da actividade enzimática em função do tempo, dos compostos 
3.13c ( ), 3.16bM ( ), 3.16cM ( ), 3.16fM (ο) e 3.15fM ( ). Os inibidores (20 μM)  






































Tabela 3.10- Actividade inibitória  dos derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas na 





















3.13b SO2C6H5 -- 12,9 
3.13c A -- 24,4 
   3.15dM SO2C6H5 2-MeO2CC6H4 26,6 
   3.15fM OC6H5 C6H5CH2 38,2 
3.16a H C6H5CH2 23,9 





   3.16bm 49,7 





   3.16cm 51,0 
3.16e A 4-MeC6H4 80,0b 





  3.16fm 144 
2.25c   100 
a representa a média de 2 a 4 ensaios de pré-incubação b valor calculado a partir do gráfico kobs vs 
[I]. Os restantes resultados foram obtidos pela razão entre o valor de kobs e [I] em que [I] = 20μM e 
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Os valores das constante de velocidade de primeira-ordem, kobs, foram obtidos 
para as várias concentrações de 3.13a, 3.16e e 3.16fM pela metodologia inerente ao 
método de Kitz e Wilson, e que se exemplifica para o derivado 3.16fM (Figura 3.7). Na 
Tabela 3.11, agrupam-se os valores de kobs para as várias concentrações dos compostos 
3.13a, 3.16e e 3.16fM. 
Por sua vez, a representação gráfica dos valores de kobs em função das várias 
concentrações dos compostos 3.13a, 3.16e e 3.16fM, permitiu a obtenção, a partir do 
declive das rectas traçadas, das respectivas constantes de segunda-ordem, kobs/[I] 
(Figura 3.8). Para os restantes derivados os resultados de kobs/[I] foram obtidos pela 





















Figura 3.7- Cinética de inibição da HLE pelo derivado 3.16fM. Concentrações de 20 
μM ( ), 40 μM ( ), 60 μM ( ) e 80μM ( ) de 3.16fM foram incubadas com a HLE 
(0,2μM), em tampão HEPES, pH 7,2 a 25ºC. 
 
Como se pode observar na Figura 3.8 as rectas kobs vs [I] dos derivados 3.16e e 
3.16fM passam pela origem dos eixos, obedecendo à Equação 2.4. No caso do derivado 
3.13a a recta não passa pela origem, interceptando o eixo do y quando [I]=0, facto 
também observado por Kitz e Wilson na inibição da acetilcolinesterase por alguns 
ésteres de ácidos metanosulfónicos. Estes investigadores concluiram que, para a gama 
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de concentrações de inibidor que foram estudadas, neste tipo de inibição, se formam 
complexos reversíveis E⋅I em quantidade sinificativa.124  
 
Tabela 3.11- Constantes de inactivação de primeira-ordem, kobs, da HLE em função das 







3.13a 3.16e 3.16fM 
 
2  1.57 1.51 
4 1.91 2.33 4,20 
6 2.18 4.43 6.43 
8   8.46 
10 2.67 7.71  























Figura 3.8- Rectas das constantes de velocidade de primeira-ordem, kobs, para a 
inactivação da HLE, em função da concentração do inibidor 3.13a ( ), 3.16e ( ) e 
3.16fM ( ). 




Da análise da Tabela 3.10 pode-se constatar que, dos 3 grupos de derivados de N-
hidroxialquil-2-azetidinonas sintetizados, as N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas 
3.16 são os compostos mais potentes na inibição da HLE, seguindo-se os carbamatos N-
(aminocarboniloxietoxicarbonil)metil-2-azetidinonas 3.15, sendo os mais fracos os 
ésteres N-(aciloxietoxicarbonil)metil-2-azetidinonas 3.13. 
 
 Nos ésteres 3.13, a introdução de um grupo atractor de electrões em C-4 é pouco 
eficiente, não se verificando aumento (3.13a vs 3.13b) ou provocando um ligeiro 
aumento da actividade inibitória (3.13a vs 3.13c). Por outro lado, o composto 3.13b é 
sensivelmente 8 vezes menos potente na inibição da HLE que o correspondente análogo 
carbamato N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinona 2.25c, e 4 vezes menos potente que 
a correspondente oxazolidine-2,4-diona 3.16bM. Em termos químicos 3.13b e 3.16bM 
têm β-lactamas com reactividades relativamente semelhantes, pois os pKa dos grupos 
abandonantes, isto é, as aminas 3.24 e 3.25, que resultam do ataque ao carbono 
carbonílico das β-lactamas são de −1,82  e de − 0,86, respectivamente.105 

















3.24 3.25    
 
Segundo estes valores e atendendo unicamente à reactividade, o derivado 3.13b 
seria ligeiramente mais potente, contrariamente ao que se verifica. 
Esta fraca actividade inibitória dos ésteres N-(aciloxietoxicarbonil)metil-2-
azetidinonas pode ser explicada pelos estudos de modelização molecular. Foi 
demonstrado, que no centro activo da HLE a distância entre o carbono carbonílico da β-
lactama dos ésteres 3.13 e o átomo de oxigénio do grupo hidroxilo do resíduo de Ser-
195 é consideravelmente elevada, de 3,0 a 3,2 Å, comparada com a distância observada 
(d< 3 Å) entre o oxigénio da Ser-195 e o carbono carbonílico das N-(oxazolidiene-2,4-
diona)-2-azetidinonas 3.16, ou  do derivado 2.25c. 125,128 
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Contrariamente aos ésteres anteriormente analisados, as N-(oxazolidine-2,4-
diona)-2-azetidinonas 3.16, são inibidores com maior actividade inibitória se possuírem 
grupos electroatractores em C-4. Por exemplo, o composto 3.16a é 2 a 6 vezes menos 
potente que os restantes derivados. Uma vez que não existe uma relação entre, os 
valores de σ* ou de pKa dos potenciais grupos abandoantes em C-4 de 3.16a, 3.16c e 
3.16f e a actividade inibitória na HLE, as diferentes actividades inibitórias reflectem 
essencialmente os diferentes reconhecimentos moleculares desses substituintes pela 
enzima. 
Nestes derivados, é também de salientar que, para o mesmo substituinte em C-4, o 
grupo ligado a N-3’ pouco influência o valor da constante de inibição de segunda-ordem 
(3.16bM vs 3.16cM).  
 
Outro aspecto a considerar é a aparente falta de estereosselectividade na inibição 
da HLE em relação aos diastereoisómeros ou pares de enantiómeros de 3.16b, 3.16c e 
3.16f, cujas actividades inibitórias são similares.  
A modelização molecular realizada com os 4 estereoisómeros de 3.16e (4R,5’R; 
4S,5’S; 4R,5’S e 4S,5’R) no centro activo da HLE, sugere que só os diastereoisómeros 
(4R,5’S) e (4S,5’S) interactuam com a HLE, forçando o anel da β-lactama a inserir-se o 
mais possível no centro activo da enzima, de maneira a orientar o carbono carbonilo da 
β-lactama para a proximidade do oxigénio do grupo hidroxilo da Ser-195 (d< 3 Å). As 
interacções que contribuem para esta organização são as forças de Van-der-Waals que 
se estabelecem entre o grupo 2-tiobenzoxazol em C-4 e os resíduos de Leu-99 e His-57, 
conjuntamente com as interacções entre o anel N-arilo da oxazolidine-2,4-diona com os 
resíduos hidrofóbicos de Phe-41 e Cys-42. Igualmente se constatou que ocorrem 
padrões semelhantes de interacções entre os inibidores 3.16c e 3.16f e o centro activo da 
enzima.  
Apesar dos diferentes substituintes nas estruturas dos enantiómeros (4R,5’S) dos 
derivados 3.16c, 3.16e e 3.16f, as distâncias entre os carbonos dos grupos carbonilo das 
β-lactamas e o oxigénio do grupo hidroxilo da Ser-195 não são afectadas, sendo para 
aqueles derivados de 2,7; 2,9 e 2,6 Å (Figura 3.9),128 o que se reflecte nas corresponden- 
tes actividades inibitórias, cujos valores, no máximo, duplicam. 
 




Este estudo aponta para a possibilidade de somente um dos enantiómeros de cada 
par, presentes em cada composto isolado (3.16M ou 3.16m), ser acessível ao oxigénio 
do grupo hidroxilo da Ser-195, e permite concluir que os valores tabelados estão 
associados a um erro inerente ao facto de 50% da concentração do inibidor corresponder 




Figura 3.9- Comparação da posição relativa dos diastereoisómeros (4R,5’S) de 3.16c, 
3.16e e 3.16f, no centro activo da HLE, utilizando a modelização molecular.128 
 
A N-(1-aminocarboniloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-azetidinona 3.15fM, embora 
provoque uma inibição de 97% da actividade da HLE (Figura 3.6), tem uma constante 
de inibição de segunda-ordem  que não ultrapassa os 38,2 M-1s-1, sendo 3 a 4 vezes 
menos potente que o seu análogo cíclico 3.16f. 
  
3.3.2 Especificidade Enzimática de 3.16fM 
 
Testou-se o derivado 3.16fM na elastase pancreática suína, PPE, utilizando o 
método de pré-incubação previamente referido (c.f. Secção 4.3.1, Capítulo 4), tendo-se 
obtido para [PPE]/[3.16fM]=139 ([PPE]=7,2 x 10-7M, em  HEPES, pH 7,2 a 25 ºC e 5% 
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de DMSO) uma constante de velocidade de inibição de segunda-ordem, kobs/[I], de 10,7 
M-1s-1, sensivelmente 11 vezes menor que a observada para a HLE. Face a este 
resultado pode-se acrescentar que as N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas, 
representadas pelo 3.16fM, apresentam especificidade para a HLE em relação à PPE. 
 
 




Realizou-se o estudo da estabilidade de algumas N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-
azetidinonas em tampão fosfato (PBS) com 20% de acetonitrilo, pH 7,4 a 37ºC (Tabela 
3.12). O acetonitrilo, presente no meio tamponado, foi necessário para completa 
solubilização dos substratos testados.  
 A determinação da velocidade de hidrólise dos compostos, kobs, foi efectuada por 
cromatografia líquida de alta resolução, HPLC, seguindo-se nas reacções de primeira- 
ordem, o desaparecimento do substrato até 3 a 4 meias vidas. Estas reacções são regidas 
pela expressão de velocidade dada pela Equação 3.1, onde kobs é a constante de 
velocidade de pseudo-primeira-ordem. 
 
vel= kobs [3.16]           (3.1) 
 
O kobs do derivado 3.16bM foi confirmado por espectroscopia de U.V., nas 
mesmas condições dos ensaios por HPLC, tendo-se obtido um resultado idêntico ao 
tabelado (26,75 x 10-5 s-1). 
 
Os substratos 3.16bM e 3.16bm são os mais instáveis, com tempos de semi-vida 
inferiores a 1 h. Estes derivados caracterizam-se pelo N-3’ se ligar a um grupo p-
metoxifenilo. Em contraste, verifica-se um aumento nos tempos de semi-vida, bastante 
acentuado, nos derivados que contêm na sua estrutura um grupo benzilo ligado ao N-
3’em vez do grupo aromático. Por exemplo, o composto 3.16 cM é sensivelmente 17 
vezes mais estável que o 3.16bM.  
 




Tabela 3.12- Valores de kobs e respectivos tempos de semi-vida em tampão fosfato, com 
20% de acetonitrilo, pH 7,4 a 37ºC e valores teóricos de log P de N-(oxazolidine-2,4-










3.16a 7,10 2,7 1,76
 
3.16bM 27,71 0,7 2,51
 
3.16bm 25,79 0,75 2,51
 




2,38 8,1 3,16 
*Calculado para o composto sem estereoquímica definida 
 
 
Nas benziloxazolidine-2,4-diona-2-azetidinonas, o 3.16cM é o derivado mais 
estável com um tempo de semi-vida de 12h. Na realidade, a estabilidade destes 
derivados (3.16a, cM, fM) é claramente afectada pelo efeito electrónico do grupo 
presente em C-4, observando-se que a constante de hidrólise de pseudo-primeira-ordem, 
kobs, diminui com o aumento do efeito indutivo, atractor de electrões, dos substituintes 
em C-4, como se pode comprovar pelos respectivos valores de σ* (σH*= 0,49; σOPh*=  
2,43 e σSO2Ph*= 3,25).137 
 
A interpretação dos resultados tabelados sugere que a hidrólise química não ocorre 
no anel β-lactâmico. Esta hipótese é suportada por dois aspectos químicos: primeiro, as 
aminas que resultam da abertura do anel β-lactâmico de 3.16cM e 3.16bM têm idêntica 
nucelofugacidade, com pKa de -1,14 e -0,86 respectivamente105 e por consequência a 
reactividade e a hidrólise das duas β-lactamas seria semelhante, o que não se verifica, 
pois os dois compostos apresentam uma grande diferença de estabilidade. Segundo, 
seria de esperar que o aumento do efeito electroatractor do grupo em C-4 influenciasse a 
reactividade do anel β-lactâmico, ficando o carbonilo em C-2 mais susceptível ao 
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ataque de nucleófilos, com consequente aumento do kobs, no entanto, observa-se o efeito 
contrário.   
 
A relação encontrada entre o kobs e o efeito electrónico dos substituintes em C-4 
da β-lactama, conjuntamente com o estudo de Valente e colaboradores, permite 
considerar o mecanismo do Esquema 3.8 como o mais provável para a hidrólise em 
tampão fosfato das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas.138, 139 
A hidrólise verifica-se por via ião imínio 3.26, que se forma mais facilmente com 
a diminuição do efeito electroatractor do grupo em C-4 e permite compreender os 
diferentes tempos de semi-vida encontrados para os derivados 3.16a, 3.16cM e 3.16 fM.  
Segundo este mecanismo, a abertura do anel é facilitada quando R é aromático 
pois a carga negativa formada em N-3’ pode ser estabilizada por ressonância com os 
dois grupos, carbonilo e arilo. O produto resultante é menos estável quando R é um 
grupo benzilo e a ressonância da carga negativa se limita ao carbonilo adjacente. Assim, 
a estabilidade dos produtos de hidrólise propostos, possivelmente explica a diferença 
entre os tempos de semi-vida de 3.16cM e 3.16bM, contudo, e devido à grande 
reactividade das N-ariloxazolidine-2,4-dionas134, não é de excluir a contribuição da 






























Os dados apresentados revelam que os inibidores testados não cumprem os 
critérios de estabilidade de Alpegiani e por isso são inadequados para administração, 
todavia o derivado 3.16cM poderia ser um candidato para administração tópica. 




Os valores de log P obtidos teoricamente,127 atribuem a estes inibidores uma 




Em resumo, neste capítulo conseguiram-se sintetizar 3 grupos de compostos com 
grande analogia estrutural: os ésteres N-(aciloxicarbonil)metil-2-azetidinona 3.13, os 
carbamatos N-(aminocarboniloxietoxicarbonil)metil-2-azetidinonas 3.15 e as N-
(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas 3.16, com rendimentos que variaram entre os 17 
a 63%. 
É no grupo das N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas que se encontram os 
derivados com as  maiores percentagens de inactivação da HLE (>90 %) e com as 
maiores velocidades de inibição (115,3 M-1s-1 e 144,2 M-1s-1), sem que se verifique a 
recuperação da actividade enzimática, no meio de incubação, durante um período de 
24h.  
Aparentemente, dos quatro estereoisómeros que se formam em cada derivado 
3.16, só os diastereoisómeros (4R,5’S) e (4S, 5’S) interagem de maneira efectiva com o 
centro activo da HLE, sugerindo uma inibição diastereosselectiva.  
Foi estudada a estabilidade de algumas N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas 
em tampão fosfato, pH 7,4 a 37ºC e os resultados revelaram que são compostos que se 
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A procura de novos protótipos heterocíclicos para a inibição da HLE e a inadverti- 
da obtenção de oxazolidine-2,4-dionas no Capítulo 3, impulsionou-nos a empreender 
um estudo com o objectivo de descobrir o potencial inibitório de oxazolidine-2,4-dionas 















O sistema anelar da oxazolidine-2,4-diona é conhecido desde 1878 e muitos deri- 
vados foram sintetizados desde essa data. As N-alquiloxazolidine-2,4-dionas são 
moléculas razoavelmente estáveis em soluções ácidas mas que se hidrolisam 
rapidamente em meio alcalino.134 
 
Em termos farmacológicos, esta classe de compostos tem principalmente activida- 
de anti-epiléptica. A 3,5,5-trimetiloxazolidine-2,4-diona ou trimetadiona tem sido utili- 
zada como anticonvulsivante, especialmente no tratamento do pequeno mal epiléptico e 
em situações de resistência a outros tratamentos.134 Foram-lhe também atribuídas 
propriedades analgésicas com uma potência idêntica à aspirina.140 Embora nos Estados 
Unidos na América ainda seja comercializada,141 em Portugal foi retirada do mercado, 
possivelmente devido aos seus efeitos secundários.142  
Se o átomo de azoto da oxazolidine-2,4-diona não se encontrar alquilado então os 
derivados têm efeito hipnótico, sedativo e narcótico moderado. A acção farmacológica 
também depende dos substituintes em C-5, como tal, a 5,5-difeniloxazolidine-2,4-diona 
é ineficiente no pequeno mal, mas permite controlar ataques do grande mal 
epiléptico.134 
Ensaios in vivo realizados por Schnur, Momose e colaboradores demonstraram 
que as oxazolidine-2,4-dionas 4.2 e 4.3 tinham actividade antidiabética, funcionando 
como agentes hipoglicémicos, potencialmente úteis para o tratamento da diabetes tipo 2 
ou diabetes mellitus não insulino-dependente.143, 144 
















4.2 4.3  
 
Para além das actividades farmacológicas mencionadas, as oxazolidine-2,4-dionas 
têm sido utilizadas também como pesticidas, mais especificamente como fungicidas, 
















4.4 4.5  
 
A analogia estrutural entre as oxazolidine-2,4-dionas e as sucinimidas, as 
hidantoínas 4.6 e as tiadiazolidinonas é evidente e resulta da substituição por 






















Para a escolha dos grupos químicos a introduzir em C-5 e N-3 do anel da 
oxazolidine-2,4-diona, foi necessário considerar o historial destes análogos como 
inibidores enzimáticos. Assim, as sucinimidas só têm actividade inibitória na HLE se o 
anel estiver activado por ligação do azoto a um grupo sulfoniloxi (1.18, c. f. Intro- 
dução), caso contrário, a ligação a uma cadeia etílica com um bom grupo abandonante 
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não activa suficientemente o anel e o composto é inactivo na inibição (por exemplo o 
composto 1.19). Contrariamente às sucinimidas, as tiadiazolidinonas têm um anel 
suficiente reactivo, provavelmente devido à grande nucleofugacidade do grupo 
abandonante (RR1NSO2NHCH2LG) proveniente da acilação da enzima, sendo potentes 
inibidores da HLE, mesmo quando o azoto entre o carbonilo e o sulfonilo se liga por 
uma ponte metilénica a um grupo abandonante (como na estrutura 1.14). No caso das 
hidantoínas, que têm propriedades físico-químicas muito semelhantes às oxazolidine-
2,4-dionas, Groutas e colaboradores testaram-nas como inibidores da HLE, PR3 e CG, 












                                                        R = isobutilo, benzilo 
                                                        R1 = H, benzilo; 
                                                        n = 0, 2 
 
Atendendo a estas informações, foram escolhidos o grupo metilo como grupo de 
reconhecimento em C-5, uma vez que a actividade inibitória dos compostos sintetizados 
iria ser testada na PPE (c.f. Secção 4.3) e para activar o anel da oxazolidine-2,4-diona, 
os grupos aril, acilaril e sulfonilaril por ligação ao N-3.  
 
 
4.2 Obtenção de Oxazolidine-2,4-dionas 
 
 
Na obtenção de oxazolidine-2,4-dionas, para além das reacções de alquil ou aril 
isocianatos com ésteres de ácidos α-hidroxílicos que originam oxazolidine-2,4-dionas 
substituídas em N-3 (c.f. Secção 3.2.4.1, Capítulo 3) existem vários outros processos 
referenciados na literatura, dos quais se salientam os seguintes:  
A condensação de amidas de ácidos α-hidroxílicos 4.8 com carbonatos 
dialquílicos 4.9, em presença de etóxido de sódio, é um processo divulgado em 1945,134 
mas ainda utilizado por Zha e colaboradores em 2004 (Esquema 4.1), para a formação 
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das oxazolidine-2,4-dionas 4.10 (R=alquilo). No entanto, este processo tem o 
inconveniente de ser pouco eficiente para a síntese de oxazolidine-2,4-dionas 
























 Cesa e colaboradores utilizaram a carboxilação, pelo agente TEAHC, das amidas 
secundárias 4.11 que possuem um bom grupo abandonante (X = Cl, Br ou Ots) na 
posição α (Esquema 4.2) para obterem as N-benzil e N-feniloxazolidine-2,4-dionas não 
substituídas em C-5 com rendimentos de 41 a 87%, enquanto que para as 3,5-

































O processo reaccional que envolve 4 passos, efectuados de maneira sequencial, 
sem isolamento dos intermédios formados (“one pot reaction”) e representado no 
Esquema 4.3. A reacção entre a cianohidrina 4.12 e o 1,1’-carbonildiimidazole (CDI), 
forma um intermédio imidazolido que reage rapidamente com a amina primária 
originando o carbamato acíclico 4.13. O fecho do anel de 4.13, por catálise básica pela 
trietilamina, à temperatura ambiente, produz a 4-imino-oxazolidine-2-ona 4.14, a qual é 
subsequentemente hidrolisada em meio ácido originando 4.15 com rendimentos de 53-
73% (R= alquilo, arilo, heteroarilo; R1= alquilo, arilo).149 
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4.2.1 Síntese de N-aril-, N-acilaril- e N-sulfonilariloxazolidine-2,4-dionas 
 
 
Para a síntese dos compostos 3-aril e 3-benzil-5-metiloxazolidine-2,4-diona, 
4.18a-d e 3.23, agrupados na Tabela 4.1, utilizou-se a técnica discutida no Capítulo 3 e 
indicada no Esquema 4.4. Após a adição dos reagentes, o éster α-hidroxílico 4.16 e o 
respectivo isocianato, ao diclorometano anidro e em presença de trietilamina, a reacção 
prosseguiu durante 1h à temperatura ambiente, sendo posteriormente colocada em 
refluxo e controlada por ccd durante este período, para assegurar a completa ciclização 
do intermédio acíclico 4.17. Na síntese do composto 4.18d, foi necessário diluir a 
mistura reaccional para a completa dissolução do isocianato de p-nitrofenilo, o que 
possivelmente dificultou a ciclização, porque a reacção permaneceu incompleta apesar 
do aumento do tempo de refluxo para 11h, mais 5h que o refluxo dos restantes 
compostos. Este facto reflectiu-se no rendimento obtido (25%). 
 
















Através deste método tentou-se a formação da N-sulfonilaril-5-metiloxazolidine-
2,4-diona (4.18e, X= p-MeOC6H4SO2), utilizando como reagentes o isocianato de p-
metoxibenzenosulfonilo e o composto 4.16. Apesar de se ter duplicado a quantidade da 
trietilamina (2 eq. mol.) e aumentado o tempo de refluxo para 21 h, a ciclização 
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intramolecular não ocorreu e todos os compostos isolados eram estruturalmente 
diferentes da oxazolidine-2,4-diona pretendida, de acordo com a análise dos respectivos 
espectros de 1H-RMN. 
 























                              *c.f. Secção 3.4.2.1 
 
Adaptou-se o processo de síntese patenteado por Theissen150 para a síntese da N-
acilaril-5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona 4.19 (Esquema 4.5). Primeiro, fez-se reagir o 
cloreto de p-metoxibenzoilo com a trietilamina em THF anidro e à suspensão formada 
adicionou-se a 5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona. A mistura reaccional foi colocada em 
refluxo e seguida por 1H-RMN. Ao fim de 17 h, verificou-se o desaparecimento do sinal 
a 1,63 ppm correspondente aos dois grupos metilo em C-5 da 5,5-dimetiloxazolidine-
2,4-diona e a máxima intensidade no sinal a 1,73 ppm dos dois grupos metilo do 
produto, confirmando a completa transformação do reagente no produto 4.19. Purificou-
se o produto por cromatografia em coluna obtendo-se um rendimento de 41%. 
 
Comp.  R X η(%)  
4.18a H C6H5 27 
4.18b H C6H5CH2 51 
4.18c H 4-ClC6H4 46 
4.18d H 4-NO2C6H4 25 
         3.23* H 4-MeOC6H4 46 
4.19 CH3 4-MeOC6H4CO 41 
4.20 CH3 4-MeC6H4SO2 22 
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4-MeC6H4SO2Cl / Na / THF/ Δ










Na obtenção da N-sulfonilaril-5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona 4.20, experi- 
mentou-se a técnica de síntese de 4.19, utilizando-se o cloreto de p-
metilbenzenosulfonilo e a 5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona. O seguimento da reacção 
por 1H-RMN (60 MHz), é neste caso, mais difícil devido à semelhança dos 
deslocamentos entre os dois grupos metilo do reagente e do produto, tornando-se este 
processo duvidoso para estabelecer o progresso da reacção. Após 17 h de refluxo da 
mistura reaccional procedeu-se ao isolamento dos produtos por cromatografia em 
coluna, tendo-se surpreendentemente recuperado quase a totalidade da 5,5-
dimetiloxazolidine-2,4-diona. Obteve-se um resultado idêntico quando se fez reagir a 
5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona com NaH em THF e posteriormente se juntou o 
cloreto de p-metilbenzenosulfonilo, ficando a mistura reaccional em agitação à 
temperatura ambiente, durante 22h.  
 
O N-sulfonilaril-5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona 4.20 foi sintetizado por reacção 
do cloreto de p-metilbenzenosulfonilo (1 eq. mol.) com ligeiro excesso de 5,5-
dimetiloxazolidine-2,4-diona (1,2 eq. mol.), em presença de vestígios de sódio. Sendo o 
cloreto de p-metilbenzenosulfonilo o reagente limitante, foi possível determinar o fim 
da reacção por ccd, seguindo o seu desaparecimento. Por sua vez, os vestígios de sódio 
no meio reaccional possibilitaram a lenta formação do sal da 5,5-dimetiloxazolidine-
2,4-diona (evitando a formação de um grande precipitado como aconteceu com o NaH), 
que reagiu rapidamente com o cloreto de p-metilbenzenosulfonilo num meio reaccional 
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sob refluxo. Por fim, o produto foi recristalizado obtendo-se por este método 22% de 
4.20 (Esquema 4.5).  
 
Todos os compostos representados na Tabela 4.1 originaram espectros de 1H e 
13C-RMN, EI-MS e análises elementares consistentes com as estruturas propostas. Estes 
dados encontram-se descritos no Capítulo 5.  
 
 




No Capítulo 3 foi utilizada a PPE, em testes in vitro, com o intuito de elucidar a 
especificidade enzimática do inibidor 3.16fM. No presente Capítulo utiliza-se a PPE 
como modelo da HLE, para testar as oxazolidine-2,4-dionas sintetizadas, devido à 
homologia que apresenta com a HLE (40%) e à sua maior acessibilidade em termos 
económicos. 
A PPE (E.C.3.4.21.36) é uma enzima constituída por uma única cadeia peptídica 
de 240 amino-ácidos, estabilizada por 4 pontes de dissulfureto e sem hidratos de 
carbono. As duas elastases são bastante semelhantes especialmente nos seus centros 
activos, com as tríades catalíticas estruturalmente similares. Também têm como 
substrato fisiológico a elastina.21 
Contudo, existem diferenças significativas entre as duas enzimas. É de realçar os 
diferentes sub-sítios S1. Enquanto a HLE prefere amino-ácidos mais volumosos como a 
valina, devido às maiores dimensões da sua cavidade S1, a PPE prefere a alanina como o 
amino-ácido de reconhecimento. Este aspecto tem consequências na actividade 
inibitória de alguns compostos como as N-carbamoil-2-azetidinonas, em que 
substituintes dietílicos em C-3 do anel β-lactâmico resultam em inibidores muito fracos 
da PPE,151,152 em contraste com os análogos dimetílicos que são inibidores 
relativamente potentes.151  
Outra diferença a considerar é a grande diferença nas estabilidades entre os 
complexos PPE-I e HLE-I, constatada por Knight, utilizando também N-carbamoil-2-
azetidinonas como inibidores. Assim, para o mesmo inibidor, a reactivação da 
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actividade da PPE é cerca de 9 vezes mais rápida comparada com a reactivação da 
actividade da HLE.151 
 
 
 4.3.1 N-Aril-5-metiloxazolidine-2,4-dionas 
 
A inibição da PPE, pelos compostos N-benzil- e N-aril-5-metiloxazolidine-
2,4diona, 4.18a-d e 3.23, foi determinada pelo método de pré-incubação de Kitz e 
Wilson, previamente descrito, tendo-se utilizado o tampão HEPES 0,1 M, pH 7,2 a 
25ºC, e como substrato cromogénio da PPE a N-Suc-(L-Ala)3-p-nitroanilida.  
Em presença de um largo excesso molar dos compostos 4.18a-d e 3.23 em relação 
à PPE, não se observou a sua inactivação. Foram utilizadas concentrações de 3 × 10-3 M 
para 4.18a,b e 3.23, ([I] = 600[PPE]), de 7,5 × 10-4 M para 4.18c ([4.18c] = 150[PPE]) e 
de 1,5 × 10-3 M para 4.18d ([4.18d] = 300[PPE])  
 
Para avaliar a hipótese destes compostos se comportarem como substratos da PPE 
seguiu-se a hidrólise do composto 4.18d por espectroscopia de U.V, na ausência e na 
presença da PPE, em HEPES, pH 7,2 a 25ºC, com 2% de DMSO (v/v). Para uma 
concentração de 2 ×10-5 M de 4.18d, observou-se uma constante de hidrólise de 
primeira-ordem, Kobs, de 4,22 × 10-5 s-1 na ausência de PPE e de 5,00 × 10-5 s-1 em 
presença de 8 × 10-7 M de PPE, concluindo-se assim, através desta amostragem, que as 
N-aril-5-metiloxazolidine-2,4-dionas sintetizadas não são substratos da PPE. 
 
 4.3.2 N-Acilaril-5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona e N-sulfonilaril-5,5-dimetiloxa- 
zolidine-2,4-diona 
 
Nos ensaios preliminares realizados, utilizando o método de pré-incubação, 
verificou-se que os compostos 4.19 e 4.20 inibiam muito rapidamente a PPE, tornando-
se este método inadequado na determinação do kobs. Em alternativa é frequente a 
aplicação do método contínuo para o cálculo do kobs. 
 
No método contínuo, a PPE é adicionada a uma solução de tampão HEPES, pH 
7,2 a 25 ºC que contem o potencial inibidor e o substrato N-Suc-(L-Ala)3-p-nitroanilida, 
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sendo a absorvância (A) monitorizada a 390 nm durante 1200 s, após a adição da 
enzima. A monitorização do progresso da hidrólise de N-Suc-(L-Ala)3-p-nitroanilida em 
presença do inibidor e consequente libertação da p-nitroanilina traduz-se graficamente 
(A vs t) por um curva típica  que pode ser descrita pela Equação 4.1. 
 
                            A = vst + (v0 






Nesta equação, A é a absorvância a 390 nm, v0 é a velocidade da reacção a t = 0, 
vs é a velocidade da reacção no estado estacionário, isto é, quando a libertação da p-
nitroanilina se mantém praticamente constante assim como o valor de A ao longo do 
tempo, kobs é a constante observada de velocidade de inibição de primeira-ordem e A0 é 
a absorvância a t = 0.64,153 
 
As curvas obtidas pelo método contínuo, da inibição da PPE pelos compostos 4.19 
e 4.20 a várias concentrações, estão representadas na Figura 4.1 e 4.2. Para ambos os 
inibidores, em qualquer das concentrações testadas, as curvas não são adequadas ao 
modelo representado pela Equação 4.1, principalmente porque não atingem um estado 
estacionário essencial para a definição do parâmetro vs, tornando-se igualmente este 
método impróprio para o cálculo do kobs.  
O aumento gradual da libertação de p-nitroanilina que se verifica a partir 
sensivelmente dos 400 s, nas curvas de 4.19, com concentrações de 0,1 × 10-4 M e 0,3 × 
10-4 M, pode ser atribuída à instabilidade do complexo formado PPE-I, e subsequente 
recuperação da actividade da PPE que continua a degradar o substrato cromogénio. Este 
aspecto é ainda mais relevante para o composto 4.20, cujas curvas do progresso de 
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Figura 4.1- Curvas representativas do processo de inibição da PPE pelo composto 4.19 
utilizando o método contínuo. A absorvância foi monitorizada a 390 nm para as reacções em 
soluções que contêm 0,2 μM de PPE, 0,3 mM de N-Suc-(L-Ala)3-p-nitroanilida e o inibidor 
4.19 em tampão HEPES, pH 7,2 e 5% de DMSO (v/v) a 25ºC. 
 
Harper e Kerrigan constataram resultados idênticos quando testaram as 3-alcoxi-4-
cloro-7-nitroisocumarinas 4.21 e 7-(aminocarbonil)-4-cloro-3-propoxi-isocumarinas 
4.22, em ensaios in vitro. No método de pré-incubação, a inactivação da PPE ou da 
HLE era muito rápida, com mais de 80% de inibição enzimática logo na primeira 
alíquota examinada, aos 6-15 s, e o método contínuo não era aplicável, como método 
alternativo, devido à instabilidade dos complexos acil-enzima. Os kobs dos referidos 
inibidores foram determinados pelo método de pré-incubação, mas considerando que, 
para cada inibidor, o valor obtido para a respectiva constante de velocidade de inibição 
era o valor mínimo, do intervalo de valores possíveis, atendendo à inexactidão do 
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processo de cálculo. De facto, o kobs era determinado utilizando apenas a actividade da 
enzima na ausência de inibidor e a actividade remanescente da enzima (v/v0) obtida na 












R= CH3CO, CH3SCH2CO, CH3CH2OCO, CH3CH2HNCOR = Me, Et


























Figura 4.2- Curvas representativas do processo de inibição da PPE pelo composto 4.20 
utilizando o método contínuo. As condições utilizadas são as mencionadas na Figura 4.1. 
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Neste trabalho foi adoptado o procedimento de Harper e Kerrigan para o cálculo 
da constante de inibição de primeira-ordem da PPE pelos compostos 4.19 e 4.20. 
 
O composto 4.19 provoca uma diminuição da actividade da PPE ao longo do 
tempo, atingindo um valor mínimo em função da concentração do inibidor. Esta 
concentração também afecta o processo de recuperação da actividade enzimática 
(Figura 4.3). Assim, quando a concentração de 4.19 é de 50 μM ([I]=10[PPE]), verifica-
se uma inactivação enzimática de 81%, que aumenta para 89,9% com a duplicação da 
concentração do inibidor, conseguindo uma inactivação máxima de 96,2% em presença 
de 500 μM de 4.19 ([I]=100[PPE]).  
 
No meio de incubação em que o inibidor está mais diluído a recuperação da 
actividade enzimática é mais evidente. Após a inibição máxima, a PPE recuperou 38,8 
% e 22% da sua actividade, no meio de incubação contendo 50 μM e 100 μM de 4.19, 
em 60 e 67 min. No tempo que decorreu o ensaio (61 min) não se observou recuperação 




































Figura 4.3- Inactivação e espontânea recuperação da actividade da PPE inibida pelo 
composto 4.19. Concentrações de 50, 100, 200 e 500 μM de 4.19 foram incubadas com 
5 μM de PPE em tampão HEPES, pH 7,2 a 25 ºC. 
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O comportamento do composto 4.20 em termos de inactivação da PPE é 
semelhante ao descrito para o composto 4.19, contudo a grande diferença reside na 
recuperação da actividade da PPE (Figura 4.4). Os valores máximos de inibição que 
conseguem ser detectados, ocorrem aproximadamente após 30 s do início do ensaio e 
são de 37%, 76%, e 92% para concentrações de 50, 200 e 500 μM de 4.20. Para estas 
concentrações, a recuperação da actividade da PPE é praticamente total após 10 min, 22 
min e 72 min do início do ensaio de pré-incubação. O motivo para esta rápida 
recuperação da actividade enzimática é provavelmente o que já foi apontado para o 




































Figura 4.4- Inactivação e espontânea recuperação da actividade da PPE inibida pelo 
composto 4.20. Concentrações de 50, 200 e 500 μM de 4.20 foram incubadas com 5 μM 
de PPE em tampão HEPES, pH 7,2 a 25 ºC. 
 
As constantes de inibição de segunda-ordem, kobs/[I], dos compostos 4.19 e 4.20 
foram obtidas pelos declives das rectas apresentadas na Figura 4.5, e representam o 
valor mínimo para essas constantes. O valor de kobs foi calculado, considerando 
somente v0 e v1, sendo v1 a velocidade de degradação do substrato cromogénio pela 
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PPE após 20-30s de incubação do inibidor 4.19 ou 4.20 com a enzima (primeira 
alíquota). Nestas condições, a actividade inibitória de 4.19 e 4.20 é superior a 467,2    



















Figura 4.5- Rectas das constantes de velocidade de primeira-ordem, kobs, para a 
inibição da PPE, em função da concentração do inibidor 4.19 ( ), e  4.20 ( ). 
 
Para a análise da eficiência da inibição do composto 4.19 recorreu-se à titulação 
da actividade da PPE por aquele inibidor.Esta titulação permite determinar o número de 
moléculas do inibidor necessárias para inactivar uma molécula de enzima. O composto 
4.20 por provocar uma inibição transitória da PPE não é o inibidor mais apropriado para 
este tipo de ensaio. Utilizando o mesmo procedimento do método de pré-incubação, 15 
minutos após a incubação de determinada concentração de 4.19 com a PPE, retirou-se 
uma alíquota do meio de incubação, seguindo-se a determinação da velocidade de 
degradação do substrato pela enzima, v. O número de equivalentes de 4.19 requeridos 
para a inactivação da PPE foi calculado pelo gráfico da fracção de actividade 
remanescente da enzima aos 15 min, v/v0, versus a razão inicial entre o inibidor e 
enzima, isto é [4.19]/[E]0. Verificou-se uma relação linear entre as duas variáveis até 
uma inactivação próxima dos 70% (Figura 4.6). A extrapolação desta parte linear da 
curva para v/v0=0, demonstra que é necessário aproximadamente 9,3 equivalentes de 
4.19 para a inactivação completa da PPE, resultado que confere ao inibidor 4.19 uma 
boa eficiência na inactivação da PPE. Comparável a esta eficiência, encontra-se na 
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literatura o derivado β-lactâmico 4.23, que necessita de 9 e 4 equivalentes molar para a 














Figura 4.6- Inactivação da PPE em função da razão molar entre o inibidor 4.19 e a PPE 












4.4 Estabilidade de Algumas Oxazolidine-2,4-dionas Sintetizadas 
 
 
4.4.1 Hidrólise em Tampões Fosfato e HEPES 
 
A hidrólise química das oxazolidine-2,4-dionas seleccionadas, 4.18d, 4.19 e 4.20, 
nos tampões fosfato, pH 7,4 a 37 ºC e HEPES, 0,1 M, pH 7,2 a 25ºC, foi monitorizada 
por espectroscopia de U.V. Os valores das constantes de pseudo-primeira-ordem, kobs, 
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assim como os respectivos tempos de semi-vida, t1/2, em ambos os tampões, encontram-
se na Tabela 4.2. 
 
Tabela 4.2- Valores de kobs e respectivos tempos de semi-vida em tampão fosfato, pH 
7,4 a 37ºC e em tampão HEPES, pH 7,2 a 25 ºC dos compostos 4.18d, 4.19 e 4.20; 




































4.19 Me 4-MeOC6H4CO 6,93 16,7  5,50 21,0 
4.20 Me 4-MeC6H4SO2 16,8 6,86  8,65 13,4 
 
a PBS pH=7,4; 37ºC; b pH=7,2; 25ºC  
Soluções com 0,4 % de DMSO 
 
Em tampão fosfato, os compostos escolhidos são todos muito instáveis com 
tempos de semi-vida que oscilam entre 6,86 e 38,7 min. Reconhecendo-se que o grupo 
exocíclico arilsulfonilo exerce um maior efeito eletroatractor, não é de surpreender a 
grande reactividade química da correspondente oxazolidine-2,4-diona. A instabilidade 
do composto 4.20 é análoga ao derivado da ftalimida 4.24, com um tempo de semi-vida 
de 6,1 min em tampão Tris, pH 7,5.156 
 
Embora os compostos 4.19 e 4.20 sejam promissores como inibidores da PPE e 
possivelmente da HLE, a sua instabilidade a pH e temperatura fisiológica torna-os 
completamente inadequados, sendo necessário apropriadas alterações estruturais de 
maneira a diminuir a reactividade química. 
 









Embora sejam ainda muito instáveis, os compostos 4.19 e 4.20 são ligeiramente 
mais estáveis em tampão HEPES do que em tampão fosfato. 
 
4.4.2 Hidrólise Alcalina 
 
A hidrólise alcalina foi estudada para os compostos 3.16bM, 3.23, 4.19 e 4.20 por 
espectroscopia de U.V. Este estudo foi realizado a 25 ºC, em soluções de tampão borato 
(Na2B4O7) dado que as reacções em soluções de hidróxido de sódio eram muito rápidas, 
tendo um erro experimental elevado. A força iónica das soluções foi mantida constante 
a 0,50 M por adição de NaClO4 e por questões de solubilidade dos substratos foi 
necessário adicionar 20% de acetonitrilo. O pH das soluções finais foi medido por um 
potenciómetro.  
 
As constantes catalíticas de segunda-ordem, kHO- (Tabela 4.3) foram determinadas 
a partir dos gráficos da constante de pseudo-primeira-ordem, kobs, em função de [HO-] 
como mostram as Figuras 4.7 e 4.8. A inexistência de ordenada na origem indica a 
ausência de reacção espontânea, e como tal, kobs é definida pela Equação 4.2, onde  kHO- 




-]        (4.2) 
 
É de realçar, que por estes compostos possuírem vários centros electrofilicos, a 
constante de velocidade de pseudo-primeira-ordem observada para a hidrólise alcalina 
destes compostos resulta da contribuição, em maior ou menor grau, de todas as reacções 
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Figura 4.7- Efeito da concentração de HO- sobre a velocidade de hidrólise dos 
compostos 3.16bM ( ) e 4.20 ( ) em soluções de tampão borato com 20% de 

















Figura 4.8- Efeito da concentração de HO- sobre a velocidade de hidrólise dos 
compostos 3.23 ( ) e 4.19 ( ) em soluções de  tampão borato com 20% de acetonitrilo 
(v/v) a 25ºC; μ=0,50 M (NaClO4); [3.23]0= [4.19]0= 4×10-5 M. 
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Tabela 4.3- Constantes de velocidade de inibição de segunda-ordem em HEPES, pH 
7,2 a 25ºC e constantes de velocidade de segunda-ordem para a hidrólise alcalina em 





























4-MeOC6H4 43,2b 66,1 
 
--- 
3.23 Me H 4-MeOC6H4 I 2,14 --- 
4.19 Me Me 4-MeOC6H4CO >467c 8,75 >53,4 
4.20 Me Me 4-MeC6H4SO2 >255c 92,2 >2,77 
        







Os valores obtidos para kHO- são bastante elevados (Tabela 4.3), representando a  
rápida  hidrólise em meio básico dos derivados testados e que é consequência da sua 
reactividade intrínseca.  
 
O composto menos reactivo é a N-ariloxazolidine-2,4-diona 3.23, com um kHO- de 
2,14 M-1s-1, ligeiramente superior ao valor encontrado para a constante alcalina, a 30ºC, 
da N-metilsucinimida  e bastante inferior ao valor de kHO- da 4-oxo-β-lactama 4.25, de 
elevada tensão anelar (25ºC, 20% de acetonitrilo (v/v)). Contudo, o valor é idêntico ao 
calculado na hidrólise alcalina da trimetadiona 4.26, a 30º C.38,57,157 
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 kHO- = 0,825 M-1 s-1 kHO- = 2,40 M
-1 s-1
4.25
 kHO- = 9,67 M-1 s-1  
 
A adição de mais um grupo carbonilo exocíclico ao anel de oxazolidine-2,4-diona, 
como se verifica no derivado 4.19, aumenta por um lado a reactividade do anel, uma vez 
que o N-3 ligado ao grupo carbonilo em C-4 (porção amida do anel) ou ao grupo 
carbonilo em C-2 (porção carbamato) é um melhor grupo abandonante por ser um azoto 
acilado. Por outro lado, um novo centro electrofílico permite uma decomposição 
adicional do substrato, traduzindo-se este somatório de centros electrofílicos, 
potencialmente hidrolisáveis, numa quadruplicação do kHO- em relação ao composto 
3.23.  
 
A alteração do grupo carbonilo exocíclico para um grupo sulfonilo incrementa 
cerca de onze vezes a constante de hidrólise alcalina, kHO-, da oxazolidine-2,4-diona. 
Quando existem os dois tipos de centros electrofílicos numa molécula como se verifica 
em 4.20, os nucleófilos atacam preferencilmente o(s) grupo(s) carbonilo de maneira a 
libertar o anião sulfonamida, como tal o ataque do ião hidroxido ao grupo sulfonilo não 
é uma reacção a considerar para justificar o aumento do kHO-. No entanto, em 
sulfonamidas com elevada tensão anelar e activadas como as N-acil-β-sultamas ou as 3-
oxo-β-sultamas, verifica-se a hidrólise com cisão da ligação S-N e libertação do grupo 
amida.38,55  
O aumento da reactividade intrínseca da N-arilsulfoniloxazodine-2,4-diona 4.20, 
em relação à 4.19 pode ser atribuída ao facto do grupo sulfonilo possuir um elevado 
carácter electroatractor o qual activa os grupos carbonilo endocíclicos em relação ao 
ataque nucleofílico do HO-, conjugado com a grande nucleofugacidade dos aniões N-
acilssulfonamida 4.27 e N-alcoxicarbonilssulfonamida 4.28, que resultam da hidrólise 
da porção amida ou da porção carbamato, por cisão das respectivas ligações C-N da 
oxazolidine-2,4-diona. A grande nucleofugacidade destes aniões explica-se pela 
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estabilização da carga negativa do átomo do azoto, devido ao efeito polarizante do 
grupo sulfonilo, como sugere Sykes e colaboradores38, possivelmente associado ao 














4.27 4.28  
 
Os compostos 3.16bM e 3.23 divergem estruturalmente no substituinte em C-5: o 
primeiro tem uma β-lactama substituída e o segundo, um grupo metilo. 
Surpreendentemente, a esta diferença corresponde uma proporção de 31:1 entre as 
constantes de velocidades de segunda-ordem da hidrólise básica dos dois compostos. 
Por outro lado, os compostos 3.16bM e 4.29 têm os mesmos substituintes em C-3 e C-4 
da β-lactama, enquanto que 4.29 tem um melhor grupo abandonante que o grupo de 
3.16bM, no entanto, a proporção entre as duas constantes de velocidade é de 465:1.152 
Sabendo que o mecanismo de hidrólise de 4.29 é por ataque ao carbonilo β-lactâmico152 
e considerando a magnitude das duas constantes kHO-, exclui-se como processo de 
hidrólise a abertura da β-lactama no composto 3.16bM. Assim, a rápida hidrólise de 
3.16bM só pode ser atribuída ao ataque aos grupos carbonilo da oxazolidine-2,4-diona, 
activados pela presença de N-1 da β-lactama em C-5. Indubitavelmente são necessários 
estudos mais detalhados que permitam definir os factores que provocam a rápida 
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EREF-“enzyme rate enhancement factor” 
  
O EREF (Tabela 4.3) é um indicador quantitativo da capacidade de determinada 
enzima em usar todo o seu aparato enzimático para aumentar a velocidade da reacção 
que catalisa. Considerando que determinado composto se comporta como um inibidor 
então o EREF é dado pelo coeficiente entre a constante de velocidade de inibição de 
segunda-ordem, kinact/Ki ou kobs/[I], e a constante de velocidade de segunda-ordem da 
reacção de hidrólise do inibidor pelo HO-, kHO-. O EREF aumenta quando existe um 
máximo reconhecimento molecular, através de interacções não covalentes favoráveis 
entre a enzima e o inibidor e a reactividade intrínseca do inibidor é suficiente para que 
ocorra uma rápida acilação da enzima. Em contrapartida, a hidrólise química do inibidor 
deve ter limites, sendo apropriados os valores de kHO- entre 0,01 e 1,0 M-1s-1. Segundo 
Sykes e colaboradores, a magnitude da constante de velocidade de segunda-ordem para 
a hidrólise alcalina de potenciais inibidores enzimáticos é um indicador para avaliar não 
só o poder acilante do inibidor mas também a sua estabilidade hidrolítica e 
metabólica.38  
 
O valor de kHO- para a oxazolidine-2,4-diona 3.23 indica uma reactividade 
intrínseca suficiente para facilmente acilar a PPE, sendo provável que a sua falta de 
actividade inibitória, se deva fundamentalmente a uma deficiente reconhecimento 
primário devido à presença de um único grupo metilo em C-5. 
  
Para o inibidor 3.16bM o cálculo do EREF não tem significado, porque a acilação 
da HLE e a hidrólise alcalina do inibidor ocorrem em diferentes grupos carbonilo. É o 
carbonilo da β-lactama que acila a enzima inactivando-a, enquanto que o valor de kHO- 
é proveniente essencialmente da hidrólise dos grupos carbonilo da oxazolidine-2,4-
diona.  
Os restantes valores de EREF são baixos, embora sejam superiores a um, 
significando que a acilação do grupo hidroxilo do resíduo de Ser-195 é favorecida 
enzimaticamente em relação ao ataque químico dos grupos carbonilo pelo hidroxido. 
Estes resultados indicam que o reconhecimento enzimático dos inibidores é muito pobre 
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e a inibição por acilação da enzima se faz essencialmente à custa de uma grande 
facilidade de transferência do grupo acilo dos inibidores para a enzima. 
 
 
4.5 Proposta de Mecanismo de Inactivação da Elastase Suína 
 
 
A metanólise é referida na literatura como um bom modelo para prever o processo 
de acilação de proteases de serina, como a PPE, e a partir daí tirar elações sobre o 
respectivo mecanismo de inibição. Groutas e colaboradores utilizaram este método por 
exemplo em derivados de sacarinas e de sucinimidas. 65,158 
 
Metanólise de N-acilaril-5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona (4.19) 
 
Atendendo que o composto 4.19 tem três centros electrofílicos que podem sofrer 
ataque nucleofílico por parte do ião metóxido, é possível considerar a ocorrência de três 
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O composto 4.19 reagiu rapidamente com um equivalente molar de metóxido de 
sódio gerado no meio reaccional por adição de sódio ao metanol super-seco. A reacção 
foi controlada por ccd, a qual indicava a formação de 3 produtos. O resíduo obtido após 
evaporação do solvente, foi acidificado com HCl aquoso e os produtos foram extraídos 
com diclorometano. O isolamento dos produtos efectuou-se por cromatografia 
preparativa obtendo-se os compostos 4.30 e 4.31 com rendimentos de 29 % e 16 %, 
respectivamente. Não foi possível isolar o terceiro produto por este se encontrar 
possivelmente em quantidades vestigiais.   
 
A ordem de reactividade dos carbonilos presentes em 4.19, e de acordo com os 
rendimentos obtidos, é aparentemente: carbonilo exocíclico> carbonilo em C-4> carbo- 
nilo em C-2. Pode-se colocar a hipótese do composto 4.30 se formar por reacção 
subsequente entre o composto 4.31 e o metóxido, apesar das restrições estequiomé- 
tricas. Esta hipótese é refutada em termos químicos, uma vez que a reacção ácido-base 
entre o ião metóxido e o composto 4.31 é certamente favorecida em relação ao ataque 
nucleofílico do ião ao carbonilo do anel aromático (Esquema 4.7). Como produtos finais 


























A maior reactividade do carbonilo em C-4 em relação ao carbonilo em C-2 da 
oxazolidine-2,4-diona, foi corroborada por Seymour e colaboradores quando 
hidrolisaram a N-piridiletiloxazolidene-2,4-diona 4.36, em meio com ligeiro excesso de 
hidróxido de sódio a 20 ºC. Foram isolados como produtos de hidrólise o α-
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carboniloxicarbamato 4.37 e a α-hidroxiamida 4.38, com 52% e 12% de rendimento, 
respectivamente. As reacções a e b de formação dos produtos estão representadas no 
Esquema 4.8.159 Também o fungicida famoxadona 4.5, uma N-anilino-oxazolidine-2,4-
diona, sofre as mesmas reacções em meio básico, formando-se os correspondentes α-
























Considerando os produtos formados na metanólise do derivado 4.19, propõe-se o 
seguinte mecanismo de inibição da PPE (Esquema 4.9), com formação do complexo 
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No caso do inibidor 4.20 o mecanismo de inibição da PPE será por acilação, por 
ataque do grupo hidroxilo do resíduo de serina ao carbonilo da amida (C-4) da 
oxazolidine-2,4-diona, não se colocando como hipótese mecanística a sua sulfonilação. 
Por exemplo, a N-sulfonilaril-2-azetidinona 4.41 inibe a PPE com a formação de um 
complexo acil-enzima, que foi comprovado por cristalografia de Raio X.86  
Verifica-se que quando existem num anel heterociclico, um grupo carbonilo e um 
grupo sulfonilo, como nos derivados das sacarinas e das tiadiazolidinonas, a enzima tem 
preferência para o grupo carbonilo ficando acilada.19,73 De facto, só foi confirmada a 
sulfonilação da PPE quando o inibidor é uma N-acil-β-sultama onde o grupo sulfonilo 
endocíclico está activado.55,56,160 
 
O ataque do grupo hidroxilo do resíduo da Ser-195 a um carbonilo exocíclico não 
é inédito deste trabalho. Gérard e colaboradores, ao procederem à hidrólise enzimática 
do composto 1,4-bis(alcoxicarbonil)-2-azetidinona 4.42 observaram que a PPE 















Em resumo, quando a 5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona é activada por acilação ou 
sulfonação de N-3 (4.19 e 4.20), desenvolvem-se agentes acilantes da PPE, que inibem 
rapidamente e totalmente a enzima, ([I]=100[PPE]) com constantes de velocidade de 
inibição de segunda-ordem superiores a 255 e 467 M-1 s-1. Contudo a recuperação da 
actividade enzimática, num meio com excesso de inibidor, é igualmente rápida e total 
principalmente no derivado N-sulfonilaril-5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona. 
São compostos instáveis em tampão fosfato (pH 7,4 a 37ºC) com tempos de semi-
vida de 16,7 min e 6,86 min, e portanto pouco apropriados farmacologicamente. Em 
meio básico apresentam constantes de velocidade de hidrólise elevadas, com valores de 
4,8 e 61 M-1 s-1, indicativas do elevado potencial de transferência do grupo acilo, isto é,  
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de uma acilação rápida da enzima, no entanto, segundo os valores calculados para o 
EREF, o reconhecimento enzimático destes derivados é diminuto. 
O mecanismo proposto para a inibição da PPE pela N-acilariloxazolidine-2,4-
diona 4.19, envolve a acilação da enzima, principalmente pelo carbonilo exocíclico da 
oxazolidine-2,4-diona. 




A análise dos resultados apresentados ao longo desta dissertação permite tirar as 
seguintes conclusões: 
 
1- Sintetizaram-se duas séries de derivados N1-alquil-β-lactâmicos. Na primeira 
série, as N-(aminocarboniloxi)metil-2-azetidinonas, em teste in vitro, demonstraram que  
são fracos inibidores da HLE, com constantes de inibição de segunda-ordem que variam 
entre 40 a 104 M-1s-1, calculadas nos primeiros 15 a 25 minutos de inibição bifásica. 
Neste período, a inibição da actividade da HLE é de 14 a 25 %, continuando a aumentar 
gradualmente ao longo do tempo até um máximo de 60%, em alguns derivados, 
mantendo-se este resultado ao fim de 24 h. A ausência de recuperação da actividade 
pela HLE durante o tempo de ensaio sugere uma inibição irreversível. A pH 7,4 e à 
temperatura de 37ºC são compostos que se hidrolisam muito lentamente, sendo portanto 
fracos acilantes de nucleófilos. 
 Na segunda série, as N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinona são os derivados 
mais promissores, embora apresentem uma actividade inibitória na HLE análoga aos 
derivados da primeira série com constantes de inibição de segunda-ordem que variam 
entre 24 a 144 M-1 s-1. A grande diferença reside na inibição que provocam na HLE. 
Inicialmente, a actividade enzimática é reduzida a 25 % continuando a diminuir 
lentamente para um mínimo de 3-10%, no caso dos inibidores mais potentes, que 
estruturalmente são aqueles que apresentam grupos electroatractores em C-4 do anel β-
lactâmico. No período de 24h não se observou recuperação espontânea da actividade da 
HLE, apontando também este resultado para uma inibição irreversível. Atribui-se à 
presença do anel de oxazolidine-2,4-diona a causa da instabilidade destes derivados, que 
a pH fisiológico têm tempos de semi-vida que variam entre 0,7 e 12 h. 
 
Considerando estes dados, ficou demonstrado neste trabalho que a derivatização 
por N1-alquilação de β-lactamas é pouco eficiente na inibição da HLE em comparação 
com as N-carbamoil-2-azetidinonas. A reactividade intrínseca da β-lactama é 
insuficiente quando N-1 se liga a um grupo alquilo, sendo essencial a sua ligação a um 




2- As oxazolidiene-2,4-dionas activadas por ligação de N-3 ao grupo acilaril, 4.19, ou 
sulfonilaril, 4.20, inactivam a PPE com constantes de segunda-ordem superiores a 445 
M-1s-1 e 255 M-1s-1, respectivamente. A inibição é total e eficiente quando [I]=100[PPE]. 
Na realidade, são necessários 9,3 equivalentes de N-acilariloxazolidine-2,4-diona para a 
inibição de 1 equivalente de PPE. Porém não são inibidores viáveis porque: 
(i) A inibição é transitória, observando-se uma rápida recuperação da actividade 
enzimática, especialmente para o composto 4.20, possivelmente devido à formação de 
complexos acilados instáveis, PPE-I. 
(ii) São compostos instáveis em tampão fosfato, pH 7,4 a 37 ºC, com tempos de 
semi-vida de 7 min (4.20) e 17 min (4.19). 
(iii) O seu reconhecimento enzimático é diminuto, de acordo com os valores de 
EREF e a inibição por acilação da PPE deve-se essencialmente a uma boa transferência 
do grupo acilo como comprovam os elevados valores de kOH- (8,8 M-1 s-1 e 92,2 M-1 s-1 
para 4.19 e 4.20, respectivamente). 
 
Através da introdução de substituintes adequados na estrutura base da oxazolidine-
2,4-diona pode-se alcançar um maior reconhecimento enzimático e em simultâneo 
aumentar a estabilidade dos derivados, minimizando os inconvenientes anteriormente 
mencionados. No entanto, como a rápida recuperação da actividade enzimática pode ser 
atribuída, em parte, à PPE (c.f. Seccção 4.3), recomenda-se que os ensaios enzimáticos 
dos compostos sintetizados e dos compostos que a seguir se sugerem sejam executados 
utilizando a HLE. 
 
O composto D reúne várias alterações estruturais que podem favorecer a 
actividade inibitória das oxazolidine-2,4-dionas na HLE e conferir-lhe adequadas 
propriedades farmacocinéticas. 
Os grupos etilo ou isopropilo em C-5 podem aumentar o reconhecimento 
enzimático por interacção com o sub-sítio S1 e o substituinte (CH2)nPh (n= 1-3) por 
interacção com o sub-sítio S2. Em simultâneo, estes grupos podem diminuir a hidrólise 
química ao provocarem um impedimento estereoquímico ao carbonilo em C-4, o mais 
susceptível de ataque nucleofílico. Mulchande e colaboradores observaram que a 
substituição dos dois grupos metilo em C-3 da N-(4-clorofenil)azetidine-2,4-diona por 
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dois grupos etilo diminuía o kOH- de 9,67 M-1 s-1 para 0,581 M-1 s-1, sem que a actividade 
inibitória fosse afectada.57 
Por sua vez, para diminuir a reactividade do anel, sugere-se a ligação de N-3 a 
grupos menos electroatractores que o carbonilo ou o sulfonilo como o carboniloxi ou o 
sulfoniloxi. A interacção com sub-sítios de ligação remota da enzima, possivelmente 
com a zona S’, pode ser efectuada pelos substituintes R2 e R3, favorecendo também o 










































R= H, R1 = Pri
R=  Et, R1 =(CH2)nPh
R2 = H, Et, Pr, Ph
















































Os pontos de fusão indicados na caracterização dos compostos sintetizados foram 
determinados numa placa de Kofler e não estão corrigidos.  
Os espectros de infravermelho foram obtidos num espectrofotómetro Nicolet 
Impact 400 FTIR, acoplado a um microprocessador, utilizando os compostos puros, 
normalmente em filme sobre discos de cloreto de sódio. Indicam-se, para cada 
composto, as bandas de absorção mais significativas. 
Os espectros de 1H- e 13C-RMN foram traçados em espectrómetros JEOL PMX-60 
(60 MHz), JEOL LA 300 (300 MHz), JEOL JNM-EX 400 (400 MHz) ou Bruker 400 
Ultra-Shield (400 MHz), utilizando como solventes clorofórmio deuterado (CDCl3), 
acetonitrilo deuterado (CD3CN) ou dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6). Os desvios 
químicos, δ, são expressos em partes por milhão (ppm), em referência ao padrão interno 
de Me4Si (TMS).. As constantes de acoplamento, J, são expressas em Hertz (Hz). 
Os espectros de massa de baixa resolução, obtidos por impacto electrónico foram 
realizados num espectrómetro VGMass Lab 20-250 ou num HP5988A, por sua vez os 
espectros de massa por ESI (ESI-MS) foram traçados num espectrómetro VG Quattro 
LCMS. 
As análises elementares foram efectuadas no Instituto de Tecnologia Nuclear, 
Sacavém, Portugal, na Medac Ltd, Brunel Science Centre, Englefield Green, Egham, 
TW20 0JZ, UK e na Universidade de Santiago de Compostela, Espanha. 
As leituras de pH foram realizadas num potenciómetro micro pH 2002 Crison. 
Os estudos cinéticos por espectroscopia de ultravioleta foram efectuados nos 
espectrofotómetros Shimadzu UV-2100 e Shimadzu UV-1603, acoplados aos 
controladores de temperatura CPS-260, de maneira a manter uma temperatura constante 
nas células, com uma precisão de ± 1ºC. Nos estudos cinéticos por cromatografia 
liquida de alta pressão, utilizou-se um sistema constituído por uma bomba isocratica 
Merck-Hitachi L-6000, um injector de amostras com um loop Rheodyne de 20 μl, um 
registador Merck D2500A e um detector de díodos L-300, Photo Diode Array, da 
Merck-Hitachi. A coluna utilizada foi RP-8 Lichrospher® 100, 125 × 4 mm, com 
partículas de 5μm. 
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Os estudos enzimáticos foram realizados nos espectrofotómetros Shimadzu UV-




Para a cromatografia em camada delgada (ccd) usaram-se placas de sílica-gel 
Merck Kieselgel F254 de espessura 0,25 mm e para a cromatografia em coluna utilizou-
se sílica-gel 60 de granulometria 70-230 mesh (Merck). 
 
 





 Os solventes utilizados nas reacções químicas, diclorometano, THF e etanol 
foram previamente tratados para ficarem isentos de água. O diclorometano foi seco com 
cloreto de cálcio, destilado de hidreto de cálcio ou pentóxido de fósforo, e recolhidos 
em crivos moleculares 4Å. O THF foi refluxado de fio de sódio e benzofenona, 
destilado e armazenado com crivos moleculares 4Å. O etanol super seco foi obtido por 
refluxo do etanol de grau analítico com magnésio metálico e cristais de iodo durante 2 
horas, destilado e recolhido em crivos moleculares 4Å. 
Os solventes usados na recristalização dos compostos eram de grau analítico da 
Merck, enquanto que os utilizados nas cromatografias em camada delgada ou em coluna 
eram puros também da Merck. Na cromatografia líquida de alta pressão usaram-se 
solventes Lichrosolv® da Merck. 
A água desionizada utilizada na preparação de soluções para os estudos cinéticos, 
químicos ou enzimáticos, foi obtida pela passagem de água destilada numa resina de 










Os reagentes utilizados como: isocianatos, cloretos de ácidos carboxílicos, tiois, 
5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona, cloreto de p-metilbenzenosulfonilo, fenol, 2-hidroxi-
isobutirato de metilo eram da Aldrich ou Merck e foram utilizados sem qualquer 
purificação prévia.  
A trietilamina foi destilada de lentilhas de hidróxido de potássio e armazenada a 
5ºC. O K2CO3 da Merck foi sempre mantido na estufa e o brometo de tetrabutilamónio 
fornecido pela Fluka foi armazenado no excicador. A solução aquosa de  formaldeído a 
37% era da Merck, enquanto que a solução de glioxalato de etilo (50% em tolueno) era 
da Fluka.  O ácido 3-cloroperbenzóico, também da Fluka, tinha 70% de pureza. 
As soluções de ácido clorídrico e hidróxido de sódio, utilizadas nos estudos 
cinéticos, foram obtidas por diluição de soluções Tritisol® da Merck. 
Os tampões PBS e HEPES eram da Sigma–Aldrich. O Na2B4O7 utilizado na 
preparação do tampão borato era da Merck de grau analítico.  
 
 
5.3 Enzimas e Substratos 
 
 
A elastase leucocitária humana (HLE) assim como a elastase pancreática suína 
(PPE) foram adquiridas à Calbiochem, e armazenadas a -20 ºC. Os respectivos 
substratos, N-MeOSuc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-p-nitroanilida e N-Suc-(L-Ala)3-p-
nitroanilida, foram fornecidos pela Sigma-Aldrich.  
 
 
As técnicas de síntese, dos vários compostos apresentados nesta dissertação, que a 
seguir serão relatadas, não foram optimizadas e a maioria dos rendimentos resulta de 
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5.4 Obtenção de Derivados de N-hidroximetil-2-azetidinonas 
 
5.4.1 Síntese de 4-Acetoxi-2-azetidinonas 
 
Síntese de Acetoxialcenos 
 
Técnica Geral 82 
 
Adicionou-se ao aldeído pretendido (2,14 mol) o anidrido acético (320,3 g; 3,14 
mol) e o acetato de sódio (22,0g; 0,268 mol), ficando a mistura resultante em refluxo 
durante 2 dias. Após este período, a mistura reaccional foi vertida cuidadosamente e 
com agitação sobre diclorometano (360 ml), H2O (360 ml) e gelo (180 g). Procedeu-se a 
seguir à neutralização da mistura com Na2CO3 (400 mg), controlando o pH com papel 
indicador. Separam-se as duas fases que se formaram, sendo a fase aquosa extraída com 
diclorometano (500 ml). Juntaram-se as duas fases orgânicas e procedeu-se à sua 
lavagem com solução saturada de NaCl e secagem com MgSO4, sendo o filtrado 
concentrado por evaporação do solvente a pressão reduzida. Purificaram-se os produtos 




p. eb. 85-115 ºC (75 mm Hg); η= 85 % 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,93 (3H, t, J=7,2 Hz, CH3CH2); 0,97 (3H, t, J=7,6 Hz, CH3CH2); 
1,96 (2H, q, J=7,2 Hz, CH3CH2); 2,06 (3H, s, COCH3); 2,09 (2H, q, J=7,6 Hz 




p. eb. > 140 ºC; η= 4,2 % 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,97 (3H, s, CH3CH); 1,10 (3H, s, CH3CH); 2,13 (3H, s, 
COCH3); 1,97-2,53 (1H, m, (CH3)2CH); 5,48 (1H, dd, J=7,8; 13,2 Hz, PriCH); 7,17 
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 Síntese de 4-Acetoxi-2-azetidinonas  
 
Técnica Geral 118 
 
A uma solução do apropriado acetoxialceno, 2.21, (89 mmol) em diclorometano 
(23 ml), arrefecida em banho de gelo, foi adicionado gradualmente por ampola de 
adição o isocianato de clorossulfonilo (15,1 g;107 mmol). Finalizada a adição, a mistura 
reaccional foi mantida em banho de gelo durante 1h, sendo depois colocada à 
temperatura ambiente ficando a reagir uma noite. Após este período, a mistura 
reaccional foi vertida lentamente e com agitação sobre uma mistura gelada de água (11 
ml), gelo (50 g), NaHCO3 (25 g), Na2SO3 (9 g). Manteve-se esta mistura arrefecida em 
banho de gelo durante a adição, a uma temperatura inferior a 5ºC. Depois da adição a 
mistura resultante ficou em agitação mecânica durante 1-2 horas à temperatura 
ambiente. O precipitado que se formou foi recolhido por filtração a pressão reduzida e o 
filtrado foi extraído com diclorometano (2x200 ml). A fase orgânica foi lavada com 
solução saturada de NaCl (80 ml) e seca com sulfato de magnésio anidro. A seguir à 
evaporação do solvente a pressão reduzida, o produto foi purificado por recristalizaçã 
ou por cromatografia em coluna.  
 
1-Acetoxi-3,3-dietil-2-azetidinona, 2.22 a 
 
Recristalizado de hexanol por gradiente térmico 
 
Óleo amarelo; η= 34 % 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,00 (3H, t, J=7,2 Hz, CH3CH2); 1,03 (3H, t, J=7,2 Hz, CH3CH2); 
1,65-1,90 (4H, m, CH3CH2); 2,14 (3H, s, COCH3); 5,60 (1H, s, CHOCO); 6,51 (1H, sl, 
NH ) 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,41 (CH3CH2); 8,68 (CH3CH2); 20,92 (O=CCH3); 21,54 
(CH3CH2); 23,51 (CH3CH2); 64,12 (CEt2); 79,73 (CHO); 171,05 (OCO); 171,90 
(O=CN) 
MS-ESI m/z  186 (MH+) 
 
 





Eluente cromatográfico: misturas de hexano:acetato de etilo ((7,5:2,5), (1:1), (2,5:7,5)) e 
acetato de etilo. 
 
Óleo amarelo; η=1,3 % 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,04 (3H, d, J=7,0 Hz, CH3CH); 1,09 (3H, d, J=7,0 Hz, CH3CH); 
2,12 (3H, s, COCH3); 2,15-2,23 (1H, m, (CH3)2CH); 3,04 (1H, d, J=8,0 Hz, PriCH); 
5,59 (1H, s, CHOCO); 6,57 (1H, sl, NH) 
 
5.4.2 Síntese de Azetidinonas Substituídas em C-4 
 
Técnica Geral 82 
 
 Uma solução do apropriado ariltiol (11,9 mmol) em acetona (12-16 ml) e NaOH 
1N (14 ml, 14 mmol) ficou em agitação durante 10 a 20 minutos à temperatura 
ambiente. Juntou-se uma solução de 2.22 (10,8 mmol) em acetona (9 ml) e a mistura 
resultante esteve em agitação durante 2 a 4 horas ou uma noite (2.23b). A reacção foi 
controlada por ccd. Quando a reacção terminou, concentrou-se a mistura reaccional por 
evaporação da acetona a pressão reduzida e extraiu-se a fase aquosa resultante com éter 
sulfúrico (2×70 ml). A fase etérea foi de seguida lavada com água (60 ml), solução 
saturada de NaCl (60 ml) e seca com sulfato de magnésio anidro. Após evaporação do 




Eluente cromatográfico: éter de petróleo/ éter sulfúrico (6:4). 
 
Óleo amarelo; η= 53 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3240, 2968, 1755  
1H-NMR δH (CDCl3): 0,95 (3H, t, J=7,2 Hz, CH3CH2); 1,10 (3H, t, J=7,2 Hz, CH3CH2); 
1,68-2,05 (4H, m, CH3CH2); 4,79 (1H, s, CHS); 6,73 (1H, sl, NH ); 7,26-7,44 (5H, m, 
ArH) 
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13C-NMR δC (CDCl3): 8,56 (CH3CH2); 8,88 (CH3CH2); 22,84 (CH3CH2); 24,48 
(CH3CH2); 66,95 (Et2C); *(CHS) 127,89; 129,44; 132,16; 133,00; 135,00 (Car); 170,00 
(O=CNH) (* possivelmente sobreposto ao sinal de CDCl3) 
MS-EI m/z (%): 235 (11, M+); 192 (5, [Et2C=CHSPh]+); 126 (71, [M-SPh]+); 98 (100, 




Recristalizado de diclorometano/ éter de petróleo 
 
p.f.: 178-179 ºC; η= 55 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3239, 2969, 1766, 1362, 1321, 1140  
1H-NMR δH (CDCl3): 0,85 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,15 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,47 (1H, dq, J=7,3; 14,8 Hz, CH3CH2); 1,67 (1H, dq, J=7,4; 15.2 Hz, CH3CH2); 1,85-
2,07 (2H, 2 × dq sobr, J=7,5, 15,2 Hz, CH3CH2); 6,23 (1H, s, CHS); 6,43 (1H, sl, NH); 
7,22-7,60 (4H, m, ArH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,02 (CH3CH2); 8,76 (CH3CH2); 21,49 (CH3CH2); 24,12 
(CH3CH2); 67,62 (Et2C); 70,36 (CHS); 110,76; 111,94; 124,52; 125,14; 131,15; 146,98 
(Car); 172,15 (O=CNH); 179,67 (SC=N). 




Eluente cromatográfico: diclorometano seguido de diclorometano/ acetato de etilo 
(9,5:0,5).  
 
p.f. 157-159 ºC; η= 44 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3269, 2960, 1771, 1478, 1363  
1H-NMR δH (CDCl3): 1,13 (3H, d, J=6,5Hz, CH3CH); 1,16 (3H, d, J=6,5Hz, CH3CH); 
2,19-2,28 (1H, m, (CH3)2CH); 3,53 (1H, dd, J=2,0; 8,5Hz, (CHC=O); 6,33 (1H, sl, NH); 
6,51 (1H, d, J=1,5Hz, CHS); 7,29-7,47 (4H, m, ArH) 
MS-EI m/z (%): 262 (16, M+); 151 (68, [ArSH]+); 112 (100, [M-SAr]+); 84 (50, 
PriCHCO+) 





Na síntese deste produto formou-se um grande precipitado. Recolheu-se o 
precipitado por filtração a pressão reduzida. O filtrado foi concentrado por evaporação 
da acetona e novamente filtrado. O resíduo obtido das duas filtrações foi recristalizado 
de etanol por gradiente térmico. 
 
p.f. 203-206 ºC; η= 44 % 
I.V. (filme) νmax/cm-1: 3190, 2959, 1753, 1581, 1453, 1275 
1H-NMR δH (DMSO-d6): 0,21 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 0,54 (3H, t, J=7,5 Hz, 
CH3CH2); 0,86 (1H, dq, J=7,5; 14,7 Hz, CH3CH2); 1,03 (1H, dq, J=7,5; 15,0 Hz, 
CH3CH2); 1,19-1,46 (2H, m, CH3CH2); 6,06 (1H, s, CHS); 6,88 (1H, td, J=7,6; 0,5 Hz, 
ArH); 6,99 (1H, td, J=7,3; 1,5 Hz, ArH); 7,30 (1H, dd, J=7,9; 1,5 Hz, ArH); 7,46 (1H, 
d, J=8,4 Hz, ArH); 8,49 (1H, s, NH) 
 13C-NMR δC (DMSO-d6): 7,71 (CH3CH2); 8,54 (CH3CH2); 21,29 (CH3CH2); 23,83 
(CH3CH2); 65,99 (Et2C); 70,91 (CHS); 114,32; 122,26; 124,76; 126,38; 127,15; 141,64 
(Car);170,81 (O=CN); 189,53 (SC=N). 
MS-EI m/z (%): 292 (7, M+); 167 (100, [ArSH]+); 98 (44, Et2CCO+) 
 
Síntese de 3,3-dietil-4-fenilsulfonil-2-azetidinona, 2.23e 
 
A uma solução de 2.23a (1 g; 4,35 mmol) em diclorometano (18 ml), previamente 
arrefecida em gelo durante 10 minutos, foi adicionado o ácido 3-cloroperbenzóico a 
70% (3,4 g; 10,65 mmol). A reacção foi mantida no gelo e em agitação durante 30 
minutos, ao fim dos quais foi colocada à temperatura ambiente. O evoluir da reacção foi 
verificado por ccd. Após 2 hora e 30 minutos à temperatura ambiente procedeu-se à 
diluição da mistura reaccional com diclorometano (40 ml) e éter sulfúrico (20 ml), 
lavagem com uma solução de NaHCO3 a 4,6% (2×50 ml) e solução saturada de NaCl 
(50 ml) seguido da secagem com sulfato de magnésio anidro. A remoção do solvente 
desta solução a pressão reduzida permitiu obter um resíduo que foi purificado por 
cromatografia em coluna.  
 
 




Eluente cromatográfico: éter sulfúrico/éter de petróleo (8:2) seguido de éter sulfúrico. 
 
p.f: 156-158 ºC; η= 71 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3215, 3063, 2970, 1763, 1582, 1458, 1295, 1150  
1H-NMR δH (CDCl3): 0,96 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,09 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,71 (1H, dq, J=7,5; 14,7 Hz, CH3CH2); 1,94 (1H, dq, J=7,5; 14,8 Hz, CH3CH2); 2,06 
(1H, dq, J=7,5; 14,9 Hz, CH3CH2); 2,39 (1H, dq, J=7,5; 15,0 Hz, CH3CH2) 4,32 (1H, s, 
CHSO2); 6,26 (1H, sl, NH); 7,62 (2H, t, AA´, J=7,3 Hz, ArHm); 7,72 (1H, t, M, J=7,3 
Hz, ArHp); 7,93 (2H, d, XX´, J=7,3 Hz, ArHo). 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,57 (CH3CH2); 8,59 (CH3CH2); 20,32 (CH3CH2); 24,85 
(CH3CH2); 67,85 (Et2C); 74,29 (CHSO2), 128,55; 129,75; 134,84; 138,15 (Car); 171,73 
(O=CN). 
MS-EI m/z (%): 268 (0,3; MH+); 224 (2,1; [Et2C=CHSO2Ph]+.); 126 (53; [M-SO2Ph]+; 
98 (100; Et2CCO+); 77 (35, C6H5+). 
 
5.4.4 Síntese de N-hidroximetil-2-azetidinonas 
 
Técnica  Geral 114 
 
À mistura de 2.23 (0,65 mmol) e K2CO3 (0,12 a 0,24 mmol) juntou-se etanol (1 
ml) e gradualmente a solução aquosa de formaldeído a 37 %, com agitação vigorosa e 
aquecimento moderado, até dissolução completa dos reagentes. O composto 2.23e (0,25 
g; 0,94 mmol) não necessitou de etanol para se dissolver na solução de formaldeído a 
37% (2,7 ml). A reacção esteve à temperatura ambiente durante 2-3 horas (2.23b-d) ou 
uma noite (2.23e) e no final, observado por ccd, evaporou-se o solvente a pressão 
reduzida. O resíduo obtido foi diluído em diclorometano e a suspensão resultante 
filtrada. O filtrado foi seco com Mg2CO3 anidro e evaporado a pressão reduzida. O 









Eluente cromatográfico: misturas de diclorometano: acetato de etilo 
 
p.f.: 154-156ºC; η= 76 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3396, 2971, 1760, 1472, 1367, 1147 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,86 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,17 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,46 (1H, dq, J=7,5; 14,9 Hz, CH3CH2); 1,66 (1H, dq, J=7,5; 15 Hz, CH3CH2); 1,86-
2,07 (2H, m, CH3CH2); 4,08 (1H, dd, J=8,6; 6,5 Hz, NCH2O); 4,29 (1H, dd, J=8,6; 11,4 
Hz, NCH2O); 5,15 (1H, dd, J=6,5; 11,4 Hz, OH); 6,36 (1H, s, CHS); 7,26 (4H, m, 
SArH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,11 (CH3CH2); 8,67 (CH3CH2); 21,00 (CH3CH2), 23,79 
(CH3CH2); 64,50 (NCH2O); 66,14 (Et2C); 71,50 (CHS); 110,78; 111,50; 124,61; 
125,36; 131,00; 146,95 (Car); 173,00 (O=CN); 180,00 (SC=N) 





Eluente cromatográfico: diclorometano 
 
p.f. 153-155ºC;  η= 49 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3421, 2946, 1766, 1472, 1364 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,12 (3H, d, J=7,0Hz, CH3CH2); 1,16 ( 3H, d, J=6,5 Hz, 
CH3CH2); 2,18-2,23 (1H, m, (CH3)2CH); 3,07 (1H, t, J=7,5 Hz, OH); 3,51 (1H, dd, J=2 
Hz; 8,5 Hz, PriCHCO); 4,42 (1H, dd, J=8,0; 12,0 Hz, NCH2O); 4,92 (1H, dd, J=7,0; 
12,0 Hz, NCH2O); 6,56 (1H, d, J=2,0 Hz, CHS); 7,28-7,41 (4H, m, ArH). 
13C-NMR δC (CDCl3): 19,92 (CH3); 20,48 (CH3); 23,11((CH3)2CH); 63,35 (PriCHCO); 
63,98 (NCH2O); 66,49 (CHS); 110,52; 110,94; 125,00; 125,45; 129,04; 146,94 (Car); 
167,83 (O=CN); 180,15 (SC=N) 
MS-EI m/z (%): 292 (14,7; M+); 151 (64,1;[ArSH]+); 142 (100, [M-SAr]+); 84 (54,3; 
[PriCHCO]+) 
 




O precipitado que se formou na síntese de 2.24d foi recolhido por filtração a 
pressão reduzida e foi purificado por cromatografia em coluna usando como eluente 
diclorometano seguido de diclorometano/acetato de etilo (9:1). 
 
p.f.: 149-152 ºC; η= 62 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3396, 2946, 1740, 1453, 1383, 1058 
 1H-NMR δH (CD3CN): 0,76 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,12 (3H, t, J=7,5 Hz, 
CH3CH2); 1,47 (1H, dq, J=7,3; 14,7 Hz, CH3CH2); 1,67 (1H, dq, J=7,5; 15,2 Hz, 
CH3CH2); 1,85-2,06 (2H, m, CH3CH2); 4,16 (1H, dd, J=8,1; 14,8 Hz, NCH2O); 4,17 
(1H, s, OH); 4,95 (1H, dd, J=10,3; 15,1 Hz, NCH2O); 6,85 (1H, s, CHS); 7,31-7,75 (4H, 
m, ArH). 
13C-NMR δC (CD3CN): 8,35 (CH3CH2); 9,06 (CH3CH2); 22,08 (CH3CH2); 25,22 
(CH3CH2); 64,90 (NCH2O); 66,72 (Et2C); 73,05 (CHS); 115,26; 122,67; 125,80; 




Eluente cromatográfico: éter sulfúrico. 
 
p.f. 90-93 ºC; η= 71 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3450; 3066; 2973; 1769; 1312; 1150 
 1H-NMR δH (CDCl3): 0,84 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,04 (3H, t, J=7,5 Hz, 
CH3CH2); 1,63 (1H, dq, J=7,3Hz, CH3CH2); 1,78-2,01 (2H, m, CH3CH2); 2,34 (1H, dq, 
J=7,5; 15,0 Hz, CH3CH2); 2,85 (1H, dd, J=6,2; 9 Hz, OH); 4,43 (1H, dd, J=11,5; 9,0 
Hz, NCH2O); 4,60 (1H, s, CHS); 4,78 (1H, dd, J=11,5; 6,2 Hz, NCH2O); 7,63 (2H, t, 
AA´, J=7,4 Hz, ArHm); 7,73 (1H, t, M, J=7,4 Hz, ArHp); 8,00 (2H, d, XX´, J=7,5 Hz, 
ArHo). 
 13C-NMR δC (CDCl3): 8,36 (CH3CH2); 8,82 (CH3CH2); 20,13 (CH3CH2), 24,2 
(CH3CH2); 64,77 (NCH2O); 67,00 (Et2C); *(CHS); 128,72; 129,66; 134,67; 138,5 (Car) 
(* possivelmente sobreposto ao sinal de CDCl3)  
5. Parte experimental 
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MS-EI m/z (%): 280 (0,3; [M-OH]+), 224 (1,1; [Et2C=CHSO2Ph]+); 156 (61,8; [M-
SO2Ph]+; 128 (100; [156-CH2CH2]+); 98 (61,9; Et2CCO+); 77 (49, C6H5+) 
 




A uma solução de N-hidroxialquil-2-azetidinona 2.24(b-e) (0,51 mmol) em 
diclorometano anidro (1,5-5 ml) foi adicionado o isocianato adequado (0,53mmol 
(2.24e) ou 1,02 mmol  (2.24b-d)) e trietilamina (0,51-1,02 mmol). A mistura reaccional 
ficou em agitação durante 1-10 h à temperatura ambiente. A evolução da reacção foi 
seguida por ccd e o fim da reacção determinado pelo desaparecimento de 2.24. No caso 
de se observar a formação de um precipitado, este é eliminado por filtração antes de se 
proceder à remoção do solvente e da trietilamina por evaporação a pressão reduzida. O 
resíduo obtido foi de seguida purificado por cromatografia em coluna seca utilizando 
como eluente diclorometano seguido de misturas de diclorometano/ acetato de etilo ou 




p.f. 140-143 ºC; η=33 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3331, 2971, 1779, 1734, 1542, 1319, 1217 
1H-NMR δH (CDCl3+CD3CN): 0,88 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,03 (3H, t, J=7,1 Hz, 
CH3CH2); 1,67 (1H, dq, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,79-1,98 (2H, m, CH3CH2); 2,32 (1H, dq, 
J=7,5; 15 Hz, CH3CH2); 4,76 (1H, d, J=11,7 Hz, NCH2O); 4,84 (1H, s, CHSO2); 5,02 
(1H, d, J=11,7 Hz, NCH2O); 7,06 (1H, t, J=6,6 Hz, OCNArH); 7,31 (4H, m, OCNArH); 
7,65 (2H, t, AA´, J=7,5 Hz, SO2ArHm); 7,76 (1H, t, M, J=7,5 Hz, SO2ArHp); 8,0 (2H, 
d, XX´, J=7,8 Hz, SO2ArHo). 
13C-NMR δC (CDCl3+CD3CN): 8,85 (CH3CH2); 9,30 (CH3CH2); 21,53 (CH3CH2); 
25,64 (CH3CH2); 65,80 (NCH2O); 68,80 (Et2C); 78,08 (CHSO2); 120,32; 124,69; 
129,79; 129,97; 130,80; 135,73; 140,35 (Car); 153,45 (OCONH); 172,96 (O=CN). 
MS-EI m/z (%): 372 (1,9; [M-CO2]+); 280 (2,6; [M-PhNHCO2]+); 156(44,5; [M-(SO2Ph 
+ OCNHPh)]+); 125 (100; CO N CHEt2C + ); 77 (22,6; C6H5+). 
                                                                                                              5. Parte experimental 
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p.f 169-172 ºC; η= 30 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3319, 2971, 1772, 1734, 1530, 1319, 1211 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,87 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,06 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,61 (1H, dq, J=7,3 Hz, CH3CH2); 1,86 (1H, dq, J=7,3; 13,0 Hz, CH3CH2); 1,95 (1H, 
dq, J=7,3; 13,3 Hz, CH3CH2); 2,29 (3H, s, ArCH3); 2,41 (1H, dq, J=7,3; 15,0 Hz, 
CH3CH2); 4,71 (1H, s, CHSO2); 4,73 (1H, d, J=11,6Hz, NCH2O); 5,12 (1H; d, J=11,6 
Hz, NCH2O) 6,48 (1H, sl, NH); 7,09 (4H, m, AA´BB´, NHArH); 7,60 (2H, t, AA´, 
J=7,5 Hz, SO2ArHm); 7,69 (1H, t, M, J=7,3 Hz, SO2ArHp); 7,96 (2H, d, XX´, J=7,2 Hz 
SO2ArHo). 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,37 (CH3CH2); 8,81 (CH3CH2); 20,32 (CH3CH2); 20,73 
(ArCH3); 24,67 (CH3CH2); 64,51 (NCH2O); 67,85 (Et2C); *(CHSO2); 119,26; 128,75; 
129,59; 134,59; 138,88 (Car); 172 (O=CN) (* possivelmente sobreposto ao sinal de 
CDCl3) 
MS-EI m/z (%): 430 (0,2; M+); 386 (8,2; [M-CO2]+); 156 (54,5; [M-(SO2Ph+ 
OCNHC6H4-4-Me)]+) 125 (100; CO N CHEt2C + ); 107 (53,6; [4-CH3C6H4NH2]+); 77 (19,5; 
C6H5+) 
Análise (%)   Encontrada: C 61,24; H 5,91; N 6,32; C22H26N2O5S requer: C 61,38; H 





p.f. 127-128 ºC; η= 74 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3375, 2971, 1778, 1732, 1515, 1314, 1150 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,87 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,06 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,64 (1H, dq, J=7,3; 14,7 Hz, CH3CH2); 1,80-2,01 (2H, 2×dq sobr, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
5. Parte experimental 
 
 162
2,41 (1H, dq, J=7,5, 14,9 Hz, CH3CH2); 3,76 (3H, s, OCH3); 4,72 (1H, d, J=11,4 Hz, 
NCH2O); 4,72 (1H, s, CHSO2); 5,12 (1H, d, J=11,4 Hz, NCH2O); 6,44 (1H, sl, NH); 
6,82 (2H, d, AA´, J=9,0 Hz, NHArHm); 7,16 (2H, d, XX´, J=8,4 Hz, NHArHo); 7,60 
(2H, t, AA´, J=7,4 Hz, SO2ArHm); 7,70 (1H, t, M, J=7,4 Hz, SO2ArHp); 7,96 (2H, d, 
XX´, J=7,3 Hz, SO2ArHo). 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,67 (CH3CH2); 9,10 (CH3CH2); 20,60 (CH3CH2); 24,96 
(CH3CH2); 55,76 (OCH3); 65,19 (NCH2O); 68,12 (Et2C); *(CHSO2); 114,56; 120,74 
129,05; 129,87; 134,85; 138,89 (Car); 172,29 (O=CN). (* possivelmente sobreposto ao 
sinal de CDCl3) 
MS-EI m/z (%): 446 (17,6; M+); 402 (100; [M-CO2]+) 
Análise (%)   Encontrada: C 58,98; H 5,72; N 6,12; C22H26N2O6S requer: C 59,18; H 





p.f. 148-150 ºC; η= 89 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3331, 3061, 2971, 1780, 1740, 1670, 1319, 1154 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,84 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,05 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,61 (1H, dq, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,88 (2H, 2×dq sobr, J=7,5 Hz, CH3CH2); 2,41 (1H, 
dq, J=7,5, 14,9 Hz, CH3CH2); 2,55 (3H, s, COCH3); 4,70 (1H, s, CHSO2); 4,86 (1H, d, 
J=11,6 Hz, NCH2O); 5,16 (1H, d, J=11,4 Hz, NCH2O); 6,97 (1H, sl, NH); 7,37 (2H, d, 
AA´, J=8,6 Hz, NHArHo); 7,61 (2H, t, AA´, J=7,4 Hz, SO2ArHm); 7,71 (1H, t, M, 
J=7,4 Hz, SO2ArHp); 7,90 (2H, d, XX´, J=8,4 Hz, NHArHm); 7,98 (2H, d, XX´, J=7,3 
Hz, SO2ArHo). 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,36 (CH3CH2); 8,82 (CH3CH2); 20,28 (CH3CH2); 24,66 
(CH3CH2); 26,41 (COCH3); 64,77 (NCH2O); 67,83 (Et2C); 77,69 (CHSO2); 117,80; 
128,76; 129,66; 132,68; 134,69; 141,48 (Car); 151,68 (OCONH); 172,29 (O=CN); 
196,76 (COCH3).  
ESI-MS m/z  459 (MH+) 
Análise (%)   Encontrada: C 60,16; H 5,75; N 6,08; C23H26N2O6S requer: C 60,25; H 
5,72; N 6,11 






p.f. 159-162 ºC; η= 85 %  
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3341, 3066, 2970, 1777, 1723, 1321, 1157 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,87 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,06 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,63 (1H, dq, J=7,4 Hz, CH3CH2); 1,80-2,02 (2H, m, CH3CH2); 2,41 (1H, dq, J=7,4, 
14,9 Hz, CH3CH2); 2,89 (6H, s, N(CH3)2); 4,68 (1H, d, J=11,5 Hz, NCH2O); 4,73 (1H, 
s, CHSO2); 5,09 (1H, d, J=11,5 Hz, NCH2O); 6,37 (1H, sl, NH); 6,65 (2H, d, AA´, 
J=8,8 Hz, NHArHm); 7,09 (2H, d, XX´, J= 8,3 Hz, NHArHo); 7,59 (2H, t, AA´, J=7,4 
Hz, SO2ArHm); 7,69 (1H, t, M, J=7,4 Hz, SO2ArHp); 7,96 (2H, d, XX´, J=7,4 Hz, 
SO2ArHo). 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,81 (CH3CH2); 8,84 (CH3CH2); 20,33 (CH3CH2); 24,68 
(CH3CH2); 40,90 (NCH3); 41,62 (NCH3); 64,52 (NCH2O); 67,82 (Et2C); *(CHSO2); 
113,13; 121,11; 128,78; 129,59; 134,56; 138,88 (Car); 152,49 (OCONH); 172,08 
(O=CN) (* possivelmente sobreposto ao sinal de CDCl3). 
ESI-MS m/z  460 (MH+) 
Análise (%)   Encontrada: C 60,01; H 6,42; N 8,95; C22H29N3O5S requer: C 60,11; H 




p.f. 75-78 ºC; η= 21 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3362, 3074, 2967, 1780, 1725, 1319, 1150 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,87 (3H, t, J= 7,2 Hz, CH3CH2); 1,07 (3H, t, J=7,2 Hz, 
CH3CH2); 1,58 (1H, m, CH3CH2); 1,80-2,01 (2H, m, CH3CH2); 2,42 (1H, dq, J=7,5, 
14,7 Hz, CH3CH2); 4,27 (2H, 2×dd sobr, J=5,6; 14,7 Hz, NCH2Ar); 4,66 (1H, d, J=11,1 
Hz, NCH2O); 4,70 (1H, s, CHSO2); 5,03 (1H, sl, NH); 5,07 (1H, d, J=11,4 Hz, 
NCH2O); 7,20-7,34 (5H, m, AA´BB’M, CH2ArH); 7,60 (2H, t, AA´, J=7,5 Hz, 
SO2ArHm); 7,71 (1H, t, M, J=7,4 Hz, SO2ArHp); 7,96 (2H, d, XX´, J=7,5 Hz, 
SO2ArHo). 
5. Parte experimental 
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MS-EI m/z (%): 431 (4,6; MH+); 387 (8,3; [MH-CO2]+); 156 (96,6; [M-(SO2Ph+ 
OCNHCH2Ph)]+); 125 (80,0; CO N CHEt2C + ); 91 (100; [C6H5CH2]+); 77 (45,5, C6H5+) 
Análise (%)   Encontrada: C 62,34; H 6,43; N 6,90; C22H26N2O5S requer: C 61,38; H 





p.f. 189-192 ºC; η= 27 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3313, 2970, 1777, 1723, 1525, 1361 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,88 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,16 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,50 (1H, dq, J=7,3; 14,7 Hz, CH3CH2); 1,71 (1H, dq, J=7,4, 15 Hz, CH3CH2); 1,86-
2,10 (2H, m, CH3CH2); 3,78 (1H, s, OCH3); 5,04 (1H, d, J=11,5 Hz, NCH2O); 5,40 (1H, 
d, J=11,4 Hz, NCH2O); 6,34 (1H, sl, NH); 6,37 (1H, s, CHS); 6,81 (2H, d, AA´, J=9 
Hz, NHArHm); 7,10-7,32 (6H, m, ArH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,10 (CH3CH2); 8,64 (CH3CH2); 20,93 (CH3CH2); 24,20 
(CH3CH2); 55,46 (OCH3); 64,14 (NCH2O); 66,50 (Et2C); 73,63(CHS); 110,77; 111,34; 
114,18; 120,63; 124,43; 124,95; 130,00; 130,82; 146,98; 156,30 (Car); 152,22 
(OCONH); 172,15 (O=CN); 180,30 (SC=N).  
ESI-MS m/z  473 (MNH4+)  
Análise (%)   Encontrada: C 60,63; H 5,65; N 9,09; C23H25N3O5S requer: C 60,64; H 





p.f. 177- 179 ºC; η= 57 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3319, 2971, 1774, 1734, 1515, 1299, 1250 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,85 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,15 (3H, t, J=7,3 Hz, CH3CH2); 
1,54 (1H, dq, J=7,3 Hz, CH3CH2); 1,75 (1H, dq, J=7,5; 15 Hz, CH3CH2); 1,94-2,10 
(2H, m, CH3CH2); 3,78 (1H, s, OCH3); 5,01 (1H, d, J=11,4 Hz, NCH2O); 5,43 (1H, d, 
                                                                                                              5. Parte experimental 
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J=11,5 Hz, NCH2O); 6,33 (1H, sl, NH); 6,81 (2H, d, AA´, J=9 Hz, NHArHm); 6,97 
(1H, s, CHS); 7,11-7,63 (6H, m, ArH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 7,58 (CH3CH2); 8,16 (CH3CH2); 20,75 (CH3CH2); 24,24 
(CH3CH2); 55,05 (OCH3); 64,07 (NCH2O); 66,04 (Et2C); 73,71(CHS); 113,35; 113,74; 
120,25; 121,05; 124,15; 126,28; 126,89; 140,82 (Car); 171,89 (O=CN); 190,74 (SC=N).  
MS-ESI m/z  472 (MH+) 
Análise (%)   Encontrada: C 58,64; H 5,41; N 8,83; C23H25N3O4S2 requer C 58,58; H 





p.f. 174-177 ºC; η= 73 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3317, 3066, 2970, 1777, 1730, 1518, 1361, 1034 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,12 (3H, d, J=6,8 Hz, CH3); 1,16 (3H, d, J=6,8 Hz, CH3); 2,16-
2,28 (1H, m, (CH3)2CH); 3,52 (1H, dd, J=8,5; 2,2 Hz, PriCHCO); 3,78 (1H, s, OCH3); 
5,13 (1H, d, J=11,6 Hz, NCH2O); 5,28 (1H, d, J=11,4 Hz, NCH2O); 6,14 (1H, sl, NH); 
6,56 (1H, d, J=2,0 Hz, CHS); 6,76-7,25 (8H, m, ArH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 20,12 (CH3); 20,74 (CH3); 27,73 ((CH3)2CH); 55,70 (OCH3); 
63,85 (PriCHCO); 68,15(CHS); 110,37; 110,95; 114,31; 120,74; 124,90; 128,89; 
132,96; 147,40 (Car); 167,93 (O=CN)   
MS-ESI m/z  459 (MNH4+) 
Análise (%)   Encontrada: C 59,77; H 5,18; N 9,28; C22H23N3O5S requer: C 59,85; H 
5,25; N 9,51. 
 
 
5.5 Obtenção de Derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas 
 
 
Para a síntese dos derivados de N-hidroxialquil-2-azetidinonas, utilizaram-se as 
3,3-dietil-2-azetidinonas substituídas em C-4, 2.23b e 2.23e, e sintetizaram-se a 3,3-
dietil-2-azetidinona e a 3,3-dietil-4-fenoxi-2-azetidinona. 
 
Síntese de 3,3-dietil-2-azetidinona133 




A uma solução de 4-acetoxi-3,3-dietil-2-azetidinona, 2.22a, (1 g, 5.4 mmol) em 
etanol absoluto (5 ml) a 0ºC, foi adicionado NaBH4 (0.22 g, 5.9 mmol) e a suspensão 
resultante foi mantida em agitação a 0ºC durante 1h. Seguidamente, adicionaram-se à 
suspensão resinas ácidas Amberlite (5 g) e a mistura reaccional permaneceu em agitação 
por mais 30 minutos. Após filtração da mistura reaccional e evaporação do solvente, o 
resíduo obtido foi lavado com acetato de etilo (200 ml) e filtrado. O sólido que ficou no 
funil foi lavado com diclorometano (20 ml). Depois da completa remoção do solvente 
de lavagem, o produto foi purificado por cromatografia em coluna usando como eluente 




Óleo branco; 28 % 
 I.V. (filme) νmáx/cm-1 3266, 2967, 1743, 1460  
1H-NMR δH (CDCl3): 0,92 (6H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,62 (4H, q, J=7,5 Hz, 
CH3CH2); 3,02 (2H, s, CH2N); 5,64 (1H, sl, NH) 
 13C-NMR δC (CDCl3): 8,97 (CH3CH2); 25,50 (CH3CH2); 45,31(CH2N); 61,80 (Et2C); 
174.30 (O=CN) 




Seguiu-se a técnica descrita na Secção 5.4.2, substituindo o ariltiol por fenol. 
Eluente cromatográfico: diclorometano: acetato de etilo (9,5:0,5) 
 
p.f. 53-56 ºC; η= 37 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3258, 2970, 1763, 1494, 1231 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,03 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 1,07 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 
1,73-1,85 (3H, m, CH3CH2); 1,96 (1H, dq, J=7,5, 15,1 Hz, CH3CH2); 5,37 (1H, s, 
CHOPh); 6,56 (1H, sl, NH); 6,88 (2H, d, AA’, J=7,7 Hz, ArHo); 7,04 (1H, t, M, J=7,4 
Hz, ArHp); 7,32 (2H, t, XX’, J=7,5 Hz, ArHm) 
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 13C-NMR δC (CDCl3): 8,64 (CH3CH2); 8,90 (CH3CH2); 21,72 (CH3CH2); 23,80 
(CH3CH2); 64,68 (Et2C); 83,41 (CHOPh); 115,87; 122,41; 129,84; 156,40 (Car); 172,57 
(O=CN) 
ESI-MS, m/z  219 (MH+). 
 




A uma solução da apropriada 2-azetidinona, 2.23, (1,45 mmol) em diclorometano 
anidro (1.6 ml) foi adicionado glioxalato de etilo (4,35 mmol; 0,87 ml de solução a 
50%), K2CO3 (0,16 g; 1,16 mmol) e brometo de tetrabutilamónio (TBAB) (0,187 g; 
0,58 mmol). A mistura resultante foi colocada em refluxo durante 80-120 min e seguida 
por ccd. O excesso da solução de glioxalato de etilo e diclorometano foram evaporados 
a pressão reduzida. Ao resíduo obtido, foi removido o K2CO3 e o TBAB por 
cromatografia em coluna com uma pequena quantidade de sílica-gel e usando como 
eluente a mistura diclorometano:acetato de etilo (8:2). Os produtos obtidos foram 
utilizados nas reacções subsequentes sem mais purificações. 
   
3,3-Dietil-N-[(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metil]-2-azetidinona, 3.12a 
 
Óleo amarelo; η= 85 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3433, 2970, 1729, 1662, 1242  
1H-NMR δH (CDCl3): 0,94 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3CH2); 0,95 (3H, t, J=7,2 Hz, CH3CH2); 
1,30 (3H, t, J=7.2 Hz, CH3CH2O); 1,62-1,70 (4H, m, CH3CH2); 2,96 (1H, d, J=5,3 Hz, 
CH2N); 3,19 (1H, d, J=5,3 Hz, CH2N); 4,21-4,40 (2H, m, OCH2); 5.47 (1H, s, CHOH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,73 (CH3CH2); 14,01 (CH3CH2O); 25,24 (CH3CH2); 45,94 
(CH2N); 60,13 (OCH2); 62,85 (Et2C); 71,31 (NCHO); 169,24 (CO2Et); 172,65 (O=CN) 
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3,3-Dietil-N-[(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metil]-4-fenilsulfonil-2-azetidinona, 3.12b  
 
Óleo; η= 86 %  ( mistura do par de enantiómeros) 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3451, 2975, 1775, 1756, 1327, 1312, 1263 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,73 e 0,81 (3H, 2 × t, J=7,4 Hz, CH3CH2); 0,98 e 1,00 (3H, 2 × t, 
J=7,4 Hz, CH3CH2); 1,30 e 1,32 (3H, 2 × t, J=7,2 Hz, CH3CH2O ); 1,53-2,41 (4H, m, 
CH3CH2); 4,04 e 5,04 (1H, 2 × d, J=8,4 e 7,2 Hz, OH); 4,15-4,40 (2H, m, OCH2); 4,60 e 
4,63 (1H, 2 × s, CHS); 5,17 e 5,49 (1H, 2 × d, J=8,4 e 7,2 Hz, NCHO); 7,58 (2H, t, 
AA’, J=7,4 Hz, ArHm); 7,70 (1H, t, M, J=7,4 Hz, ArHp); 7,98 (2H, d, XX’, J=7,4 Hz, 
ArHo) 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,15; 8,30 e 8,76 (CH3CH2); 14,03 (CH3CH2O); 20,00; 20,07; 
24,09 e 24,21 (CH3CH2O); 63,14 e 63,50 (OCH2); 65,93 e 67,09 (Et2C); 72,42 e 72,68 
(NCHO); 76,92 e 77,69 (CHS); 129,03; 129,48; 134,67; 137,69; 167,69; 169,23 (Car) 
171,15 e 171,92 (O=CN) 
ESI-MS m/z  387 (MNH4+). 
 
4-(1,3-Benzoxazol-2-iltio)-3,3-dietil-N-[(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metil]-2-azetidi- 
nona, 3.12c  
 
Óleo; η= 92 % (mistura do par de enantiómeros) 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3423, 3082, 1777, 1751, 1360, 1323, 1283 
1H-NMR δH (CDCl3): 0,82 e 0,83 (3H, 2 × t, J = 7,4 Hz, CH3CH2); 1,08 e 1,41 (3H, 2 × 
t, J = 7,2 Hz, CH3CH2O); 1,14 e 1,15 (3H, 2 × t, J = 7,4 Hz, CH3CH2); 1,37-2,03 (4H, 
m, CH3CH2); 3,54-4,50 (2H, m, OCH2); 3,78 e 4,11 (1H, 2 × d, J = 7,7 e 8,3 Hz, OH); 
5,12 e 5,33 (1H, 2 × d, J = 7,7 e 8,1 Hz, NCHO); 6,32 e 6,46 (1H, 2 × s, CHS), 7,22-
7,70 (4H, m, ArH ) 
13C-NMR δC (CDCl3): 8,03 e 8,69 (CH3CH2); 13,62 e 14,10 (CH3CH2O); 20,59; 20,85 e 
24,02 (CH3CH2); 63,05 e 63,85 (OCH2); 66,55 (Et2C); 71,03 (NCHO); 72,31 e 72,67 
(CHS); 110,53; 112,75; 124,54; 124,74; 130,77; 146,92 (Car); 167,69 (CO2Et); 171,54 
(O=CN); 180,77 (SC=N) 
ESI-MS m/z  379 (MH+). 
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3,3-Dietil-N-[(1-etoxicarbonil-1-hidroxi)metil]-4-fenoxi-2-azetidinona, 3.12d  
 
Óleo; η= 74 % (mistura do par de enantiómeros) 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3404, 3065, 1749, 1492, 1225, 1084 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,02 e 1,03 (3H, 2 × t, J = 7,5 Hz, CH3CH2); 1,05 e 1,05 (3H, 2 × 
t, J = 7,5 Hz, CH3CH2); 1,30 e 1,31 (3H, 2 × t, J = 7,2 Hz, CH3CH2O); 1,65-1,99 (4H, 
m, CH3CH2); 3,92 e 5,17 (1H, 2 × d, J = 5,7 e 6.8 Hz, OH); 4,17-4,42 (2H, m, OCH2); 
5,51-5,54  (2H, m, CHOPh e NCHO); 6,85-7,36 (5H, m, ArH )  
13C-NMR δC (CDCl3): 8,64 e 9,08 (CH3CH2); 13,97 (CH3CH2O); 22,14 e 23,77 
(CH3CH2); 63,12 (OCH2); 64,62 (Et2C); 69,90 e 71,54 (NCHO), 85,16 e 86,92 
(CHOPh); 116,36; 122,76; 129,82; 156,92 (Car); 169,23 (CO2Et); 170,00 e 171,54 
(O=CN) 
ESI-MS m/z  321 (M+) 
 




A uma solução de 3.12 impuro (1,2 mmol) em diclorometano anidro (2 ml), 
arrefecida em banho de gelo, foi adicionado cloreto de 4-metoxibenzoílo (0,248g, 1,45 
mmol) e trietilamina (1,45 mmol). Após 20 min, a mistura reaccional foi retirada do 
gelo e aqueceu lentamente à temperatura ambiente, ficando em agitação mais 120 
minutos. O evoluir da reacção foi seguido por ccd. O resíduo obtido depois da 
evaporação do diclorometano e do excesso de trietilamina foi purificado por 
cromatografia em coluna. Na primeira coluna foi usado como eluente misturas de éter 
etílico-éter de petróleo e na segunda coluna o eluente foi diclorometano seguido de 
diclorometano- acetato de etilo (9,8:0,2). Com esta técnica isolaram-se os produtos 3.13 
a-c  
 
 Os dados de 1H-RMN para estes compostos, encontram-se representados na 
Tabela 3.4 e os dados de 13C-RMN na Tabela 3.5. 
 
 





p.f. 52-53 ºC; η= 27 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2969, 1757, 1720, 1606, 1257, 1086 
ESI-MS m/z  363 (MH+) 
Análise (%)   Encontrada C 62,70; H 6,94; N 3,74; C19H25NO6 requer: C 62,80; H 6,93; 





p.f. 110-112 ºC; η= 24 % (diastereoisómero maioritário) 
I.V. (filme) νmáx/cm-1 :2974, 1788, 1724, 1327, 1606, 1257, 1083 
ESI-MS m/z  504 (MH)+; 
Análise (%)   Encontrada: C 59,94; H 5,65; N 2,86; C25H29NO8S requer: C 59,63; H 





Os dois diastereoisómeros (52:48) co-eluiram nas duas colunas. 
p.f. 35-40 ºC; η= 65 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2972, 1789, 1756, 1721, 1358, 1259, 1081 
ESI-MS m/z  513 (MH+) 
Análise (%)   Encontrada: C 60,91; H 5,50; N 5,38; C26H28N2O7S requer: C 60,92; H 
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5.5.3 Síntese de N-(oxazolidine-2,4-diona)-2-azetidinonas e de N-(1-amino 
carboniloxi-1-etoxicarbonil)metil-2-azetidinonas 
 
Técnica Geral   
 
A uma solução de 3.12 impuro (0,51 mmol) em diclorometano anidro (1,8 ml), foi 
adicionado o respectivo isocianato (0,53 a 0,61 mmol) e trietilamina (0,51mmol). A 
mistura reaccional ficou em agitação à temperatura ambiente durante 60 a 90 min e foi 
seguida por ccd. O resíduo obtido depois da evaporação do diclorometano e do excesso 
de trietilamina foi purificado por cromatografia em coluna. Na primeira coluna foi 
usado como eluente misturas de éter etílico-éter de petróleo e na segunda coluna o 
eluente foi diclorometano seguido de diclorometano- acetato de etilo (9,8:0,2). Com esta 
técnica isolaram-se os produtos 3.16a-c,e,f e ainda 3.15d,f. 
  Os dados de 1H-RMN para estes compostos, encontram-se representados na 
Tabela 3.6 e 3.8 e os dados de 13C-RMN na Tabela 3.7 e 3.9. 
 
N-(3-Benziloxazolidine-2,4-diona-5-il)-3,3-dietil-2-azetidinona, 3.16a  
 
p.f. 54-56 ºC; η= 33 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2969, 1821, 1751, 1440, 1379, 1345 
ESI-MS m/z  334 (MNH4+). 
Análise (%)   Encontrada: C 64,41; H 6,44; N 8,66; C17H20N2O4 requer: C 64,54; H 
6,37; N 8,86 
 
3,3-Dietil-4-fenilsulfonil-N-[3-(4-metoxifenil)oxazolidine-2,4-diona-5-il]-2-azetidino 
na, 3,16b  
 
Diastereoisómero maioritário, 3.16bM 
É ainda recristalizado de acetona-éter de petróleo. 
p.f. 139-141 ºC; η= 33 %  
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2974, 1826, 1755, 1789, 1515, 1254, 1368, 1333, 1254 
ESI-MS m/z  490 (MNH4+) 
5. Parte experimental 
 
 172
Análise (%)   Encontrada: C 58,46; H 5,73; N 5,41; C23H24N2O7S requer: C 58,46; H 
5,12; N 5.93  
Diastereoisómero minoritário, 3.16bm 
p.f. 89-91 ºC; η= 17 %  
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2971, 1824, 1785, 1757, 1515, 1331, 1303, 1254 
ESI-MS m/z  490 (MNH4+). 
Análise (%)   Encontrada: C 58,46; H 5,21; N 5,66; C23H24N2O7S requer: C 58,46; H 




Diastereoisómero maioritário, 3.16cM 
p.f. 54-56 ºC; η= 27 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2973, 1827, 1789, 1751, 1443, 1334, 1155  
ESI-MS m/z  475 (MNH4+);  
Análise (%)   Encontrada: C 60,55; H 5,38; N 6,13; C23H24N2O6S requer: C 60,51; H 
5,30; N 6,13 
Diastereoisómero minoritário, 3.16cm 
p.f. 170-173 ºC; η= 13 %  
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2973, 1826, 1788, 1752, 1443, 1333, 1155 
ESI-MS m/z  475 (MNH4+) 
Análise (%)   Encontrada: C 60,09; H 5,38; N 5,93; C23H24N2O6S requer: C 60,51; H 
5,30; N 6,13 
 
4-(1,3-Benzoxazol-2-iltio)-3,3-dietil-N-[3-(4-metilfenil)oxazolidine-2,4-diona-5-il]-2-
azetidinona, 3.16e  
 
Os dois diastereoisómeros (70:30) co-eluiram nas duas colunas. 
p.f. 89-96  ºC; η= 63 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2973, 1831, 1788, 1758, 1408, 1356 
ESI-MS m/z  466 (MH+). 
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Análise (%)   Encontrada: C 61,90; H 5,10; N 8,71; C24H23N3O5S requer: C 61,92; H 
4,98; N 9,03 
 
N-(3-Benziloxazolidine-2,4-diona-5-il)-3,3-dietil-4-fenoxi-2-azetidinona, 3.16f  
 
Diastereoisómero maioritário, 3.16fM 
p.f. 88-90 ºC; η= 26 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2971, 1824, 1783, 1752, 1440, 1376, 1344, 1223  
ESI-MS m/z  409 (MH+). 
Análise (%)   Encontrada: C 67,78; H 5,71; N 6,08; C23H24N2O5 requer: C 67,63; H 
5,92; N 6,98  
Diastereoisómero minoritário, 3.16fm 
Óleo amarelo claro; η= 17 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 2970, 1834, 1781, 1753, 1492, 1376, 1345, 1223  
ESI-MS m/z  409 (MH+) 
Análise (%)   Encontrada: C 67,81; H 6,07; N 6,67; C23H24N2O5 requer: C 67,63; H 
5,92; N 6,98  
 
3,3-Dietil-4-fenilsulfonil-N-{[1-etoxicarbonil-1-(2-metoxicarbonilfenil)amino-carbo 
niloxi]metil}-2-azetidinona, 3.15d   
 
Diastereoisómero maioritário, 3.15dM 
Recristalizado de éter etílico-éter de petróleo.  
p.f. 117-119 ºC; η= 11 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3264, 2974, 1790, 1747, 1693, 1532, 1269, 1205 
ESI-MS m/z  564 (MNH4+) 
Análise (%)   Encontrada: C 57,18; H 5,67; N 5,08; C26H30N2O9S requer: C 57,13; H 
5,53; N 5,13  
Diastereoisómero minoritário, 3.15dm 
p.f. 115-117 ºC; η= 8 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3263, 2973, 1789, 1748, 1531, 1452, 1268, 1206 
ESI-MS m/z  564 (MNH4+) 
5. Parte experimental 
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Análise (%)   Encontrada: C 56,47; H 5,73; N 4,68; C26H30N2O9S requer: C 57,13; H 
5,53; N 5,13  
 
N-[(1-Benzilaminocarboniloxi-1-etoxicarbonil)metil]-3,3-dietil-4-fenoxi-2-azetidino 
na, 3.15f  
 
Diastereoisómero maioritário, 3.15fM (único isolado) 
Óleo; η= 17 %  
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3365, 2971, 1781, 1763, 1736, 1493, 1224 
ESI-MS m/z  455 (MH+) 
Análise (%)   Encontrada: C 66,03; H 6,65; N 5,92; C25H30N2O6 requer: C 66,06; H 
6,65; N 6,16. 
 
 
5.6 Obtenção de Oxazolidine-2,4-dionas 
 
 




À solução formada pelo 2-hidroxi-isobutirato de metilo (0,20 g; 1,7 mmol) em 
diclorometano anidro (5,7 ml) adicionou-se o isocianato pretendido (1,87 mmol) e a 
trietilamina (0,19 g; 1,87 mmol). A mistura reaccional esteve em agitação durante 1 h, à 
temperatura ambiente, sendo depois colocada em refluxo durante 5-11 h. O evoluir da 
reacção foi seguido por ccd. Após este período, o solvente e a trietilamina foram 
removidos por evaporação a pressão reduzida e os compostos purificados por 




Eluente cromatográfico: diclorometano 
 
p.f. 138-140ºC; η= 27 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3063, 2940, 1823, 1736, 1413, 1319, 1185 
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1H-NMR δH (CDCl3): 1,74 (3H, d, J=7,2 Hz, CH3); 5,54 (1H, q, J=7,2 Hz, CH3CH); 
7,43-7,54 (5H, m, AA’BB’M, ArH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 16,63 (CH3); 75,92 (CH3CH); 125,52; 128,97; 129,39; 130,76 
(Car); 153,93 (OCON); 172,39 (O=CN) 
MS-EI m/z (%): 191 (26,5; M+); 119 (100; [C6H5NCO]+); 91 (25,6 [M-




Eluente cromatográfico: diclorometano/hexano (8:2) seguido de diclorometano 
 
p.f. 98-100ºC; η= 51 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1 :3023, 1823, 1734, 1440, 1345 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,60 (3H, d, J=7,2 Hz, CH3); 4,69 (2H, s, CH2Ar); 4,87 (1H, q, 
J= 7,2 Hz, CH3CH); 7,32-7,37 (5H, m, AA’BB’M, ArH) 
13C-NMR δC (CDCl3): 16,61 (CH3); 43,73 (CH2Ar); 76,22 (CH3CH); 128,5; 128,80; 
128,90; 134,70 (Car); 155,06 (OCON); 173,26 (O=CN) 
MS-EI m/z (%): 205 (68,2; M+); 106 (53,3; [C6H5CH2NH]+); 91 (68,1; [C6H5CH2]+); 77 
(26,1; C6H5+) 





Eluente cromatográfico: diclorometano 
 
p.f. 148-151  ºC; η= 46 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3020, 1808, 1724, 1407, 1179 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,74 (3H, d, J=6,8 Hz, CH3); 5,05 (1H, q, J=6,8 Hz, CH3CH); 
7,44 (2H, d, AA’, J= 8,8 Hz, NArHm); 7,50 (2H, d, BB’, J= 8,8 Hz, NArHo) 
13C-NMR δC (CDCl3): 16,79 (CH3); 75,97 (CH3CH); 126,60; 129,29; 129,58; 134,74 
(Car); 153,53 (OCON); 172,07 (O=CN) 
5. Parte experimental 
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MS-EI m/z (%): 225 (37,3; M+); 227 (12,3; (M+2)+); 153 (100, [4-ClC6H4NCO]+); 111 
(13,6; 4-ClC6H4+) 
Análise (%)   Encontrada: C 52,86; H 3,21; N 6,16; C10H8ClNO3 requer: C 53,23; H 




Eluente cromatográfico: hexano/acetato de etilo (7:3). Recristalizado de 
diclorometano/hexano 
 
p.f. 155-157 ºC; η= 25 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3164, 1823, 1740, 1517, 1345, 1172 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,77 (3H, d, J=8,0 Hz, CH3); 5,11 (1H, q, J=8,0 Hz, CH3CH); 
7,81 (2H, d, AA’, J=8,0 Hz, NArHo); 7,39 (2H, d, XX’, J=8,0 Hz, NArHm) 
13C-NMR δC (CDCl3): 16,77 (CH3); 76,02 (CH3CH); 124,63; 125,48; 136,36; 147,02 
(Car); 152,75 (OCON); 171,56 (O=CN) 
MS-EI m/z (%): 236 (82,6; M+); 164 (100; [4-NO2C6H5NCO]+); 149 (63,7; [(4-
NO2C6H5NCH]+) 
Análise (%)   Encontrada: C 50,29; H 2,99; N 11,62; C10H8N2O5 requer: C 50,85; H 




Eluente cromatográfico: éter etílico/hexano (1:1) 
 
p.f. 141-144ºC; η= 46 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3177, 1804, 1728, 1617, 1415 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,73 (3H, d, J=7,2 Hz, CH3); 3,86 (3H, s, OCH3); 5,03 (1H, q, J= 
7,2 Hz, CH3CH); 7,02 (2H, d, AA’, J=8,8 Hz, NArHm); 7,32 (2H, d, XX’, J=9,2 Hz, 
NArHo) 
13C-NMR δC (CDCl3): 16,81 (CH3); 55,56 (OCH3); 75,94 (CH3CH); 114,65; 123,30; 
126,98; 154,26 (Car); 159,76 (OCON); 172,65 (O=CN) 
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MS-EI m/z (%): 221 (98,3; M+); 149 (100, [4-MeOC6H4NCO]+); 134 (84,4; [(4-
MeOC6H4NCH]+) 
Análise (%)   Encontrada: C 59,73; H 4,51; N 6,16; C11H11NO4 requer: C 59,73; H 5,01; 
N 6,33. 
 
5.6.2 Síntese de 5,5-dimetil-N-(4-metoxibenzoil)oxazolidine-2,4-diona, 4.19 
 
A uma solução de cloreto de 4-metoxibenzoílo (0,307 g; 1,80 mmol) em THF 
anidro (6,4 ml) foi adicionado uma solução de trietilamina (0,182 g; 1,80 mmol) em 
THF (0,4 ml). Após 10 minutos em agitação à temperatura ambiente, juntou-se à 
suspensão formada a 5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona (0,150 g; 1,16 mmol). A mistura 
reaccional resultante foi colocada em refluxo durante 17 h, sendo seguida por 1H-RMN. 
Diluiu-se a mistura reaccional com acetona (50 ml), filtrou-se e evaporou-se os 
solventes orgânicos a pressão reduzida. O produto 4.19 foi purificado por cromatografia 
em coluna usando como eluente hexano/acetato de etilo (7:3) e recristalizado de 
diclorometano/éter de petróleo. 
 
p.f  79-81 ºC; η= 41 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3100, 1817, 1753, 1709, 1600, 1345, 1262, 1179 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,73 (6H, s, CH3); 3,92 (3H, s, OCH3); 7,01 (2H, d, AA’, J= 9,2 
Hz, COArHm); 7,85 (2H, d, XX’, J= 9,2 Hz, COArHo) 
13C-NMR δC (CDCl3): 23,84 (CH3); 55,77 (OCH3); 84,00 ((CH3)2C); 114,46; 123,00; 
133,37; 150,93 (Car); 163,44 (OCON); 165,58 (COAr); 173,81 (O=CN) 
MS-EI m/z (%): 263 (10,3; M+); 135 (100, [4-MeOC6H4CO]+); 107 (5,3; [4-
MeOC6H4]+) 
Análise (%)   Encontrada: C 59,07; H 4,99; N 5,28; C13H13NO5 requer: C 59,31; H 4,98; 
N 5,32. 
 
5.6.3 Síntese de 5,5-dimetil-N-[(4-metilfenil)sulfonil]oxazolidine-2,4-diona, 4.20 
 
Foram adicionados vestígios de sódio metálico à solução formada pelo cloreto de 
4-metilbenzenosulfonilo (0,17 g; 0,89 mmol) e 5,5-dimetiloxazolidine-2,4-diona (0,15 
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g; 1,16 mmol) em THF anidro. A mistura reaccional ficou em  refluxo durante 3 h e o 
evoluir da reacção foi seguido por ccd. Após diluição da mistura reaccional com 
diclorometano (15 ml) procedeu-se à sua filtração e o solvente do filtrado foi evaporado 
a pressão reduzida. O resíduo obtido, foi recristalizado de diclorometano/éter de 
petróleo obtendo-se o produto 4.20. 
 
p.f. 119-121ºC; η= 22 % 
I.V. (filme) νmáx/cm-1: 3049, 2971, 1811, 1772, 1587, 1389, 1300, 1172 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,56 (6H, s, CH3); 2,50 (3H, s, ArCH3); 7,43 (2H, d, AA’, J=8,4 
Hz, SO2ArHm); 8,06 (2H, d, XX’, J=8,4 Hz, SO2ArHo) 
13C-NMR δC (CDCl3): 21,90 (CH3);23,61 (ArCH3); 83,44 ((CH3)2C); 128,78; 130,25; 
133,68; 147,28 (Car); 148,13 (OCON); 170,81 (O=CN) 
MS-EI m/z (%): 283 (2,6; M+); 219 (68,5; [M-SO2]+); 155 (48,1; [4-MeC6H4SO2]+); 91 
(85,2; [4-MeC6H4]+); 70 (100; [Me2CCO]+) 




5.7 Metanólise de 5,5-dimetil-N-(4-metoxibenzoil)oxazolidine-2,4-diona 
 
 
Após a dissolução do sódio metálico (4,0 mg; 0,174 mmol) em metanol super seco 
(1 ml) juntou-se o composto 4.19 (40,0 mg; 0,152 mmol). Controlou-se a reacção, que 
decorreu à temperatura ambiente, por ccd, verificando-se o desaparecimento de 4.19 ao 
fim de 2 minutos. Após evaporação do solvente da mistura reaccional, o resíduo obtido 
foi acidificado com uma solução de HCl (0,1N) até pH 1-2. Seguidamente diluiu-se a 
mistura acídica com água e procedeu-se a uma extracção com diclorometano (3× 20 
ml). A fase orgânica total foi seca com sulfato de sódio e o diclorometano evaporado a 
pressão reduzida. O resíduo obtido foi purificado por cromatografia preparativa 
utilizando como desenvolvente éter etílico/hexano (6:4). Foram recolhidos os produtos 
4.30 e 4.31.  
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4-Metoxibenzoato de metilo, 4.30 
 
η= 29 % 
1H-NMR δH (CDCl3): 3,88 (3H, s, CH3OCO); 3,91 (3H, s, CH3OAr); 6,94 (2H, d, AA´, 
J=9,2 Hz, COArHm); 8,02 (2H, d, XX´, J=9,2 Hz, COArHo) 
MS-EI m/z (%): 166 (71,7; M+); 135 (100; [MeOC6H4CO]+); 107 (28,5; [MeOC6H4]+); 
77 (48,4; C6H5+) 
 
2-{[(Benzoilamino)carbonil]oxi}-2-metilpropanoato de metilo, 4.31 
 
η= 16 % 
1H-NMR δH (CDCl3): 1,67 (6H, s, (CH3)2CO); 3,79 (3H, s, CH3OCO); 3,89 (3H, s, 
CH3OAr); 6,97 (2H, d, AA´, J=8,8 Hz, COArHm); 7,83 (2H, d, XX´, J=8,8 Hz, 
COArHo); 8,11 (1H, sl, NH) 
MS-EI m/z (%): 295 (35,7; M+); 177 (36,1; [4-MeOC6H4CONCO]+); 135 (100; 
[MeOC6H4CO]+); 107 (11,4; [4-MeOC6H4]+); 59 (44,9; MeOCO+)    
 
 
5.8 Estudos Bioquímicos 
 
 
5.8.1 Determinação da Actividade Catalítica da HLE 
 
Adicionou-se 10 μl de HLE (20 μM em DMSO) a 990 μl do tampão HEPES 
0,1M, pH 7,2 que se encontrava a 25ºC. Após 1 min, retirou-se uma alíquota de 100 μl 
da solução anterior, que se transferiu para uma célula de quartzo termostatada a 25ºC 
que continha 880 μl de tampão HEPES e 20 μl da solução do substrato cromogénio, 
MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-p-NA. A absorvância da p-nitroanilina libertada, por 
degração do sustrato, foi monitorizada a 410 nm durante 120 s. A variação da 
absorvância em função do tempo permitiu determinar a velocidade de hidrólise do 
substrato pela enzima (v). As soluções de substrato testadas foram de 1,0; 5,0; 15,0; 
30,0; 40,0 e 50 mM (em DMSO) e cada concentração foi ensaiada em triplicado ou 
quadriplicado. 
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5.8.2 Método de Pré-incubação 
 
Os ensaios foram realizados a 25ºC em tampão HEPES 0,1M, pH 7,2. Os 
substratos enzimáticos foram o MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-p-NA no caso da HLE e N-
Suc-(Ala)3-p-NA no caso da PPE. As soluções stock dos substratos assim como dos 
inibidores foram efectuadas em dimetilsulfóxido. A actividade enzimática de cada 
enzima foi monitorizada por detecção da libertação de p-nitroanilina, produto de 
hidrólise dos substratos, a 410 nm (HLE) ou a 390 nm (PPE). 
 
Inibição da HLE 
 
Os ensaios iniciavam-se por adição de 20 μl da solução stock do inibidor (1mM-
10mM) à solução de incubação, a 25ºC, que continha 10 μl de HLE (20 μM em tampão 
acetato, pH 5,0) e 970 μl de tampão HEPES. A intervalos de tempo pré-estabelecidos 
(aproximadamente 0,5; 3; 5; 7; 15; 60; 180; 360 e 1440 min) foram retiradas alíquotas 
(100 μl) da solução de incubação, para células de quartzo de 1ml, termostatadas a 25ºC, 
com 880 μl de tampão HEPES 0,1M, pH 7,2 e 20 μl de MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-p-
NA (50 mM em DMSO). A absorvância da p-nitroanilina foi monitorizada a 410 
durante 60 s. 
 
Inibição da PPE 
 
Adicionavam-se 50 μl da solução stock do inibidor (1mM-60mM) à solução de 
incubação, a 25ºC, que continha 100 μl de PPE (50 μM em tampão HEPES) e 850 μl de 
tampão HEPES. A intervalos de tempo pré-estabelecidos (aproximadamente 0,5; 3; 5; 7; 
15; 60; 90 min) foram retiradas alíquotas (100 μl) da solução de incubação, para células 
de quartzo de 1ml, termostatadas a 25ºC, com 890 μl de tampão HEPES 0,1M, pH 7,2 e 
10 μl de N-Suc-(Ala)3-p-NA (12,5mM em DMSO).  A absorvância da p-nitroanilina foi 
monitorizada a 390 nm  durante 60 s. 
 
 Com estes procedimentos, foram seguidas as velocidades de inibição enzimática e 
determinou-se, em cada ensaio, a constante de velocidade de primeira-ordem, kobs, pela 
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representação gráfica de ln (vt/v0) versus  tempo. Cada inibidor foi testado sobre a HLE 
ou PPE duas a quatro vezes. 
O controlo dos ensaios de incubação foi sempre efectuado seguindo-se o 
procedimento descrito, mas substituindo-se a solução do inibidor por igual volume de 
dimetilsulfóxido. Considerou-se este ensaio controlo correspondente a 100% da 
actividade da enzima.  
 
5.8.3 Método Contínuo 
 
Foi adicionado10 μl de solução stock de PPE (20 μM em tampão HEPES 0,1M, 
pH 7,2), a uma célula a 25ºC, com 940 μl de tampão HEPES 0,1M a pH 7,2; 20 μl de 
DMSO, 20 μl de N-Suc-(Ala)3-p-NA (15mM em DMSO) e 10 μl de inibidor 4.19 (0,2; 
1,0; 3,0 e 10,0 mM em DMSO) ou 4.20  (2,0; 4,0 e 10 mM em DMSO). A reacção que 
se processou após adição de PPE foi monitorizada a 390 nm durante 20 minutos. Cada 
concentração foi ensaiada em duplicado ou triplicado. 
 
5.8.4 Titulação da PPE 
 
Em cada ensaio, é adicionando 50 μl da solução stock do inibidor 4.19 à solução 
de incubação a 25ºC, que continha 100 μl de PPE (50 μM em tampão HEPES) e 850 μl 
de tampão HEPES, 0,1M, pH 7,2. Após 15 minutos de incubação é verificada a 
actividade enzimática por transferência de uma alíquota (100 μl) para uma célula de 
quartzo, termostatada a 25ºC, com 10 μl de N-Suc-(Ala)3-p-NA (12,5 mM em DMSO) e  
890 μl do tampão HEPES, sendo monitorizada a absorvância a 390 nm  durante 60 s. As 
soluções stock de 4.19 tinham as concentrações de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,7; 1,0; 2,0; 4,0 e 
10 mM (em DMSO). Cada concentração de inibidor foi ensaiada em duplicado ou 
triplicado. O número de equivalentes de 4.19  necessários para inibir a PPE foi 
calculado como foi descrito por Knight e Waley, por representação gráfica da % da 
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5.9 Estudos Cinéticos 
 
 
5.9.1 Espectroscopia de U.V. 
 
Uma alíquota de 6 ou 12 μl de uma solução do substrato a estudar (10mM em 
acetonitrilo ou dimetilsulfóxido), foi injectada numa célula de quartzo, previamente 
termostatado à temperatura pretendida (25 ou 37ºC) durante 10 minutos, contento 3 ml 
da solução tampão apropriada. A concentração final em substrato da solução formada 
foi de 2×10-5 M ou 4×10-5 M. As reacções foram monitorizadas no comprimento de 
onda que originasse a maior diferença antre A0 (absorvância no tempo zero) e A∞ 
(absorvância no fim da reacção) e encontram-se na Tabela 5.1. 
As reacções efectuados em tampão PBS, HEPES e borato ocorreram em condições 
de pseudo-primeira-ordem e os coeficientes observados, kobs, foram calculados a partir 
da Equação 5.1, onde At, A0 e A∞ são os valores de absorvância do substrato no tempo t, 
t0 e t∞. 
 
ln [(At-A∞)/(A0-A∞)]= −kobst          (5.1) 
 
A partir dos gráficos ln (At-A∞) versus tempo traçados para os vários substratos 
obtiveram-se rectas cujos declives indicam os valores das constantes de velocidade de 


















Figura 5.1- Gráfico para a determinação da constante de velocidade de hidrólise do composto 
4.18d, em tampão fosfato (PBS), pH 7,4 a 37ºC. A absorvância foi seguida a 326 nm. 
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5.9.2. Cromatografia Líquida de Alta Resolução 
 
Uma alíquota de 10 μl da solução stock de substrato (10mM em acetonitrilo)  foi 
injectada num frasco, colocado previamente num banho termostatado a 37ºC, contendo       
5 ml de tampão fosfato com 20% de acetonitrilo (v/v). A concentração final da solução 
formada foi de 2×10-5 M. Ao longo do tempo foram retiradas amostras de 20 μl  da 
mistura reaccional, as quais foram injectadas num aparelho de HPLC. O eluente 
utilizado foi uma mistura de acetonitrilo/água (55:45) sendo a análise realizada ao 
comprimento de onda de 215, 240 ou 260 nm.   
Os valores de kobs foram determinados pela representação gráfica de ln (área)t  em 
função do tempo, como se exemplifica na Figura 5.2. As rectas representadas por este 
processo têm como equação geral a Equação 5.2. 
 
ln (área)t = −kobst          (5.2) 



















Figura 5.2- Gráfico para a determinação da constante de velocidade de hidrólise do derivado 
3.16bM, em tampão fosfato (PBS) com 20% de acetonitrilo (v/v), pH 7,4 a 37ºC. A absorvância 


















































Apêndice A. Hidrólise alcalina dos compostos 3.16bM, 3.23, 4.19 e 4.20.  
 
Tabela A.1 -Efeito da concentração de HO- sobre a velocidade de hidrólise dos 
compostos 3.16bM, 3.23, 4.19 e 4.20 em soluções de tampão borato com 20% de 
acetonitrilo (v/v) a 25 ºC; μ=0,50 M (NaClO4); [3.16bM]0= 2×10-5 M; [3.23]0= 4×10-5 




pH 104 [HO-]/ M 104 kobs/ s-1 
 
8,84 0,069 7,10 
9,68 0,479 31,8
10,6 3,98 263




pH 104 [HO-]/ M 104 kobs/ s-1 
 
9,49 0,309 1,01 
10,3 2,00 4,82
10,8 6,31 13,3
kOH-= 2,14 M-1s-1     r2= 0,994 
                                     
 
 4.19  
pH 104 [HO-]/ M 104 kobs/ s-1 
 
8,82 0,066 2,11 
9,49 0,309 3,70
10,3 2,00 17,3
kOH-= 8,75 M-1s-1     r2= 0,976 









pH 104 [HO-]/ M 104 kobs/ s-1 
 
8,82 0,066 16,7 
9,49 0,309 48,8
10,3 2,00 181
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Abstract—A series of N-acyloxymethyl- and N-aminocarbonyloxymethyl derivatives of 2-azetidinones, 3, with different substituent
patterns at the b-lactam C-3 and C-4 positions, were designed as potential mechanism-based inhibitors for human leukocyte elas-
tase and found to exhibit inhibitory potency and selectivity for the enzyme. # 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
Human leukocyte elastase (HLE, EC 3.4.21.37) is a
serine protease that has received great attention because
it efficiently degrades various tissue matrix proteins such
as elastin.1 The imbalance between HLE and its endo-
genous inhibitors and the subsequent excessive elastin
proteolysis has been implicated in acute and chronic
inflammatory diseases of the lungs.2,3 Thus, specific
inhibitors of HLE capable of restoring the protease/
antiprotease imbalance might be beneficial in such
pathologies.4,5
Cephalosporin sulfones, e.g., 1, are potent, mechanism-
based irreversible HLE inhibitors.68 A structural
requirement of 1 is the presence of a good leaving group
L (e.g., acetate) at the 30-position, which is thought to
provide an electrophilic center for the nucleophilic
attack of histidine-57 following initial serine-195 attack
at the b-lactam carbonyl atom (Scheme 1). We reasoned
that simple b-lactams 3, in which L is a good leaving
group such as a carboxylic or carbamic acid, would also
be capable of inhibiting HLE via a similar ‘double-hit’
mechanism. From our previous experience with the
chemistry of N-acyloxymethylamides,9,10 appending a
leaving group with pKa>4 would be expected to
increase substantially the stability of 3 in aqueous buf-
fers and thus increase their ability to reach their target.
We now report the synthesis and biochemical evaluation
of C-3 and C-4 substituted N-acyloxymethyl and N-
aminocarbonyloxymethyl-2-azetidinones.
Compounds 3 were prepared (Scheme 2) by known
methods,11 using the appropriate 4-acetoxy-2-azeti-
dinones 411b as starting materials.
Compounds 3 were found to be time-dependent irrever-
sible inhibitors of HLE, the inhibitory activity (Table 1)
0960-894X/01/$ - see front matter # 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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being expressed by the bimolecular rate constant kobs/[I]
determined by Kitz and Wilson’s pre-incubation
method.12,13 The irreversible nature of the inactivation
was shown when no significant reactivation of enzyme
activity was detected upon dialyzing HLE against pH
7.2 HEPES buffer for 24 h. Independently, the native
enzyme itself was found to retain activity after dialysis.
Inhibition toward pancreatic porcine elastase (PPE) was
also evaluated,14 but none of the compounds studied
inactivated this enzyme at [I]/[E]=200. The compounds
3 displayed variable inhibitory potencies towards HLE,
the unsubstituted prototype 3a being a fair inhibitor
(Table 1). Unfortunately, compound 3b could not be
evaluated under the assay conditions due to solubility
problems. For comparison, data for two cephalosporins
is also presented in Table 1. Inspection of the data in
Table 1, allows the following conclusions to be drawn.
Substitution at C-3
Substitution at this position generally leads to more
potent inhibitors. Incorporation of two ethyl groups at
C-3 increases inhibition up to ca. 4-fold (compounds 3c
and 3g). This finding is in agreement with the known S1
subsite specificity of HLE toward small hydrophobic
substituents with three or four carbon atoms15 and is
identical to the reported preference of HLE toward C-3
substituted N-acyl-2-azetidinones.11,16
Substitution at C-4
The phenyl sulfones 3c and 3g are more potent inhibi-
tors of HLE than the corresponding sulfides, 3d and 3h,
respectively. This result compares to the superior HLE
inhibitory activity displayed by cephalosporin sulfones 1
relative to their sufide counterparts.6,7 However, there is
not an absolute requirement for a sulfone at C-4 to
achieve HLE inhibition, as shown by the inhibition dis-
played by the sulfides 3e and 3f as well as by the 2-fold
greater inhibitory potency of 3a over its sulfone-con-
taining analogue 3c. The superior activity displayed by
the 4-phenylsulfone and 4-(20-thiobenzoxazolyl) deriva-
tives can be ascribed to the electronegativity of these
substituents, which is likely to increase the reactivity of
the b-lactam carbonyl group. Alternatively, both sul-
fone and 2-mercaptobenzoxazole may function as leav-
ing groups after the b-lactam ring opening (Scheme 3,
path B). A similar mechanism, in which a sulfone serves as
a leaving group, has been suggested for the b-lactamase
inhibition by sulbactam.17 Indeed, it was recently repor-
ted that the use of 2-mercaptobenzoxazole and related
sulfides as leaving groups in the 1,2,5-thiadiazolidin-3-
Scheme 2. Reagents and conditions: (i) R3SH/NaOH/acetone; (ii)
MCPBA; (iii) HCHO/aq K2CO3; (iv) RCOCl/Et3N; RNCO/Et3N.
Table 1. Second-order rate constants, kobs/[I], for the inhibition of HLE and PPE by N-acyloxymethyl- and N-aminocarbonloxymethyl-2-azetidi-
nones 3 at 25 C, and half-lives in pH 7.4 phosphate buffer at 37 C
kobs/[I], M
1 s1
Compound R1 R2 R3 L HLE PPE Stability t1/2/h
3a H H H OCOC6H5 35.5 NI
a 1.3
3b H H H B ND NDb ND
3c H H SO2C6H5 OCOC6H5 18.7 NI 978
3d H H SC6H5 OCOC6H5 NI ND ND
3e H H A OCOC6H5 43.2 NI ND
3f Et Et A OCOC6H5 52.8 NI 316
3g Et Et SO2C6H5 OCOC6H5 67.5 NI 2995
3h Et Et SC6H5 OCOC6H5 2.2 ND ND
3i Et Et SO2C6H5 OCONHC6H5 41.9 NI ND
3j Et Et SO2C6H5 C 60.9 NI ND
3k Et Et SO2C6H5 D 100.3 NI >5000
3l Et Et SO2C6H5 E 32.3 ND ND
8b Et Et SO2C6H5 OH NI ND ND
9 H H H OH NI ND ND
1a7a MeO H — OAc 19000 — –
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one 1,1-dioxide scaffold resulted in highly potent HLE
inhibitors.18
Nature of the Leaving Group L
Both carboxylate and carbamic acid leaving groups lead
to active compounds, the most active compound being
the 4-methoxyphenylcarbamic acid derivative 3k. Use of
a poor leaving group, L=OH, (8b and 9) leads to the
loss of inhibitory activity. Modification of the leaving
group by using an ionizable functionality to increase
solubility reduced inhibitory potency (compare com-
pounds 3j and 3l, the latter of which has pKa ca. 3
19).
Stability
The stability study carried out in pH 7.4 phosphate buf-
fer reveals that reactivity is mainly dependent on the C-4
substituent (Table 1). Indeed, while the unsubstituted
compound 3a is rapidly hydrolyzed with t1/2 of ca. 80
min, its 4-phenylsulfone analogue 3c presents a 750-fold
increase in stability. Introducing the C3 substituents
leads to further increase in stability (3c vs 3g). Carba-
mate leaving groups lead to improved stability, when
compared to a carboxylate leaving group (3g vs 3k).
Molecular Modeling
The molecular interactions between the inhibitors 3 and
HLE (PDB code 1hne) were studied with the program
GOLD.2022 Docking results show that the presence of
ethyl groups at C3 consistently restricts the degrees of
freedom of ligand binding as compared to the non-sub-
stituted analogues (compounds 3d/3h, 3c/3g and 3e/3f),
and helps anchor the ligand in the S1 subsite forcing the
carbonyl C2 into close vicinity of the Ser195 hydroxyl
oxygen (d<3Å).
Substitution at C4 greatly enhances the van der Waals
contacts with Leu99 and His57. Moreover, the presence
of a sulfone (compounds 3c and 3g compared to 3d and
3h, respectively) enables a further stabilization of the
complex by hydrogen bonding to the NH of Val216 (2.5
Å) (Fig. 1). The larger benzoxazolyl moiety of 3f seems
to force the b-lactam ring deeper inside the active site,
reducing the distance between C2 and Ser195 hydroxyl
oxygen. Comparative docking experiments with the C4
substituted inhibitors (e.g., 3k) indicate that only R-
enantiomers consistently interact with the b-lactam car-
bonyl carbon atom accessible to the serine hydroxyl
oxygen. This finding suggests that a stereospecific
synthesis of the R-enantiomers alone should improve
inhibitor potency.
Interestingly, our docking results with the intermediate
11 do not support the hypothetical mechanism in which
the substituents at C4 would function as the leaving
group (Scheme 3, path B). In fact, all docked config-
urations of intermediate 11 show that the electron defi-
cient C4 atom becomes sterically inaccessible to the
Figure 1. Molecular docking of inhibitors into the active site of HLE (see text for details of docking procedure). A: Inhibitor 3k interacting with
active site by van der Waals contacts and hydrogen bonding (green dashed lines). B: Best scoring docked configuration of intermediate 10, covalently
bound to Ser195. Orange arrows show close contacts between enzyme nucleophiles and electron deficient atoms of the ligand.
Scheme 3.
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His57 nitrogen atom. In contrast, the alternative
mechanism involving the intermediate 10 (Scheme 3,
path A) appears to be compatible with our docking
experiments. Figure 1B shows this intermediate bound
to the active site Ser195 and with the methylene group
facing the NE2 atom of His57 (d=2.7 Å).
In conclusion, N-acyloxymethyl- and N-aminocarbonyl-
oxymethyl-2-azetidinones 3 are time-dependent irrever-
sible inhibitors of HLE. Derivatives 3 containing either
a phenyl sulfone or a 20-mercaptobenzoxazolyl sub-
stituent at C-4 and a gem-diethyl at C-3 were the most
potent inhibitors. The results are consistent with,
though do not prove, the mechanism A depicted in
Scheme 3, with substituents at C-4 enhancing the reac-
tivity of the b-lactam carbonyl. Ongoing studies aimed
at optimizing inhibitory potency and elucidating the
mechanism of action of these compounds are currently
in progress.
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Human leukocyte elastase (HLE) is a serine protease that very efficiently degrades various
tissue matrix proteins such as elastin. The imbalance between HLE and its endogenous
inhibitors leads to excessive elastin proteolysis and is considered to be responsible for the onset
of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). A novel series of C-3-, C-4-, and N-1-
substituted azetidin-2-ones were prepared as potential mechanism-based inhibitors of HLE to
restore the protease/antiprotease imbalance. N-Acyloxyalkylazetidin-2-ones, 4, and their
carbamate counterparts, 5, are weak HLE inhibitors, being 5 times less active than their bicyclic
oxazolidin-2,4-dione-substituted analogues, 6, containing an electron-withdrawing substituent
at C-4. Compounds 6 containing a C-4 substituent exist as two diastereomeric pairs of
enantiomers, each pair presenting similar inhibitory activity against HLE. Comparative docking
experiments with the C-4-substituted oxazolidin-2,4-dione inhibitors 6 suggest that only the
4R,5′S and 4S,5′S diastereomers consistently interact with the â-lactam carbonyl carbon atom
accessible to the serine hydroxyl oxygen.
Introduction
Human leukocyte (or neutrophil) elastase (HLE, EC
3.4.21.37) is a member of the chymotrypsin superfamily
of serine proteases that very efficiently degrades various
tissue matrix proteins such as elastin, when released
from the azurophilic granules of polymorphonuclear
leukocytes (neutrophils)1 due to inflammatory stimuli
and mediators.2,3 In healthy individuals, the proteolytic
activity of HLE is regulated by potent antiproteases
such as R1-antitrypsin and secretory leukocyte protein-
ase inhibitor. The imbalance between HLE and its
endogenous inhibitors leads to excessive elastin pro-
teolysis and destruction of connective tissues and is
considered to be responsible for the onset of chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), which includes
emphysema and chronic obstructive bronchitis.4,5 Selec-
tive inhibitors of neutrophil elastase can restore the
protease/antiprotease imbalance and thus are important
candidates for the treatment of COPD and other inflam-
matory disorders such as rheumatoid arthritis and
cystic fibrosis.7-10
â-Lactams are well-known serine protease inhibitors
that acylate the nucleophilic serine residue of a wide
range of enzymes,11 including HLE.8 Cephalosporin
sulfones, for example, 1, have been reported as one of
the first â-lactam irreversible inhibitors of HLE.12-15
Compound 1 and other cephalosporin sulfone analogues
promote the acylation of the catalytic serine and alky-
lation of the histidine residue, probably via a mecha-
nism-based inhibition pathway.16 The need for improv-
ing oral bioavailability prompted the design of monocyclic
â-lactams. Merck’s pioneering work led to the develop-
ment of several â-lactam inhibitors, for example, 2, that
contain a phenol leaving group at C-4,17-19 two of them
reaching clinical trials.5 Recently, we reported that
â-lactams 3 (LG ) OCOR or OCONHR) (see Scheme 1)
are time-dependent inhibitors of HLE.20 These â-lac-
tams were designed as potential mechanism-based
inhibitors because the leaving group (LG) in 3 can be
expelled following the initial Ser-195 attack at the
â-lactam carbonyl atom to generate an electrophilic
imine within the enzyme active site (Scheme 1). This
reactive functionality has the potential of reacting with
a second amino acid residue within the active site (e.g.,
His-57), leading to an inactivated enzyme through a
double hit. In addition to a good leaving group, LG,
compounds 3 contain two ethyl groups at C-3 required
for molecular recognition by the enzyme and an electron-
withdrawing substituent, EWG, at C-4 required for
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increasing the acylating power of the â-lactam.20 In this
paper, we report the design, synthesis, and in vitro HLE
inhibitory activity of a novel series of acyloxyalkyl- (4),
aminocarbonyloxymethyl- (5), and oxazolidin-2,4-dion-
5-yl-substituted â-lactam analogues (6) (Scheme 2).
In designing the target inhibitors, we took into
consideration the electronic factors that can enhance the
reactivity of â-lactams. Strong evidence has been put
forward suggesting that the driving force for â-lactam
reactivity toward nucleophiles lies on the leaving group
ability of the amine formed from the decomposition of
the tetrahedral intermediate, rather than on the strain
energy in the four-membered ring or on the reduced
amide resonance.21 For the â-lactams 3, a C-4 electron-
withdrawing substituent such as SO2Ph and the acyl-
oxymethyl moiety reduce the pKa of the amine leaving
group (A, Scheme 1) to ca. 2,22 a value in the region of
those reported for other reactive â-lactam inhibitors
(e.g., cephalosporin antibiotics23). To further decrease
the pKa of the amine leaving group and thus improve
the enzyme inhibitory activity, we decided to incorporate
the electron-withdrawing ethoxycarbonyl substituent at
the N1-alkyl group of the azetidin-2-one ring, that is, 4
(Scheme 2). Indeed, the calculated pKa values for the
amine leaving group, which result fom the â-lactam ring
opening of 4, range from ca. 0.7 (X ) OPh) to -0.5 (X )
SO2Ph).24 Similar, although slightly higher, pKa values
can be calculated for the amine leaving group resulting
from the â-lactam ring opening of carbamate analogues
5 and their cyclic counterparts 6. The oxazolidin-2,4-
dione derivatives 6 were also selected as potential inhib-
itors of HLE because they are likely to be the active form
of the carbamates 5, since R-carbamoyl esters cyclize
rapidily to the corresponding oxazolidin-2,4-diones.25,26
Results and Discussion
Chemistry. The synthetic pathway to compounds
4-6 used 4-acetoxy-3,3-diethylazetidin-2-one (7)17 as the
starting material to give direct access to the differently
C-4-substituted azetidin-2-one key intermediates 8-10
(Scheme 3). Reduction of compound 7 with NaBH4 in
ethanol at 0 °C gave 3,3-diethylazetidin-2-one, 8, in 30%
yield. Reaction of 7 with phenol,17 thiophenol,27 or
2-mercaptobenzoxazole and sodium hydroxide in ace-
tone at room temperature gave the corresponding C-4-
substituted â-lactams 9, 10a, and 10b, respectively.
Treatment of thioether 10b with 3-chloroperbenzoic acid
(MCPBA) yielded the sulfone 11 (Scheme 3).
The acyloxyalkyl- (4), aminocarbonyloxymethyl- (5),
and oxazolidin-2,4-dione-5-yl-substituted â-lactams (6)
were all prepared from the corresponding alcohols 12
(Schemes 4 and 5). Condensation of the appropriate
azetidin-2-one 8-11 with ethyl glyoxalate in toluene or
benzene28 afforded a complex reaction mixture from
which the alcohols 12 were isolated in very poor yield.
In contrast, when compounds 8-11 were refluxed with
ethyl glyoxalate, K2CO3, and tetrabutylammonium bro-
mide (TBAB) in DCM, the alcohols 12 were obtained in
80-85% yield. The reaction of the C-4-substituted
azetidin-2-ones 9-11 with ethyl glyoxalate generates
a new chiral center; thus, two diastereomeric pairs for
12b-d (X ) 2-thiobenzoxazole, OPh, and SO2Ph, re-
spectively) were obtained in ratios of ca. 1:1, as deter-
mined by 1H NMR analysis of the crude mixtures.
The esters 4 were prepared by reacting the appropri-
ate diastereomeric alcohol mixture 12 with 4-methoxy-
benzoyl chloride in DCM containing triethylamine. A
characteristic feature of the 1H NMR spectrum of 4a
(X ) H, R ) 4-MeOC6H4) is the resonance of the C-1′
OCHN group, which appears as a singlet at 6.5 ppm.
Scheme 1
Scheme 2 Scheme 3a
a (i) NaBH4, EtOH; (ii) PhOH, NaOH, acetone; (iii) RSH, NaOH,
acetone; (iv) MCPBA, DCM.
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The C-4 proton signal of 4a appears as two doublets
with a geminal coupling constant of 2J ) 6.0 Hz,
reflecting the diastereotopic nature of the methylene
protons. Moreover, the ester CH2O signal appears as
two doublets of quartets, also with a geminal coupling
constant (2J ) 10.7 Hz). For the derivative 4b (X )
2-thiobenzoxazole, R ) 4-MeOC6H4), two diastereomeric
pairs of enantiomers were to be expected and their
formation was confirmed by the doubling of some of the
13C NMR signals: CH2CH3, C-2, C-4, C-5, CH2CH3O,
and CH3O. Compound 4b was isolated as a 1:1 mixture
of diastereomers according to the 1H NMR analysis.
Similarly, two diastereomeric pairs of enantiomers are
to be expected for compound 4c (X ) SO2Ph, R )
4-MeOC6H4), but in this case, it proved possible to
isolate a sample of one of the diastereomeric pairs in a
pure state by column chromatography; the other pair
was always contaminated.
When the C-4-unsubstituted alcohol 12a was reacted
with benzylisocyanate in DCM and triethylamine (1 mol
equiv), the isolated product was the corresponding
oxazolidine-2,4-dione 6a (X ) H, R ) Bz) with no traces
of the carbamate counterpart (Table 1, entry 1). The
oxazolidine-2,4-dione 6b (X ) 2-thiobenzoxazole, R )
C6H4-4-Me), derived from the racemic alcohol 12b, was
isolated as a 2:1 mixture of two coeluting diastereomeric
pairs of enantiomers (Table 1, entry 2), as determined
by analysis of the pairs of singlets at δ 5.8-5.9 ppm
(C-5′H) and 4.7-4.8 ppm (C-4H). For the oxazolidine-
2,4-diones 6c-e, each diastereomeric pair of enanti-
omers was easily separated by column chromatography.
The structure and absolute stereochemistry for the
crystalline minor diastereomeric pair of 6d was con-
firmed by X-ray crystallography.29
Interestingly, during the purification process for
6c, the carbamate counterpart 5c (X ) OPh, LG )
OCONHCH2Ph) was also isolated (Table 1, entry 4).
Unfortunately, although both diastereomeric pairs of
enantiomers for 5c were observed in the 1H NMR
spectrum of the reaction mixture, only one pair was
isolated as a pure fraction. In contrast, when the
sterically hindered 2-methoxycarbonylphenylisocyanate
reacted with the alcohol 12d, only the corresponding
carbamate 5f was isolated as separable diastereomeric
pairs of enantiomers (Table 1, entry 6). These results
suggest that carbamates are inially formed in the
reaction mixture but then cyclize rapidly to form the
corresponding oxazolidine-2,4-diones. Indeed, carbam-
ates have been postulated as intermediates in the
synthesis of oxazolidine-2,4-diones, particularly those
containing N-aryl substituents, from 2-hydroxy esters
and isocyanates.25,26 In the present case, the formation
of oxazolidine-2,4-diones 6 is apparently not affected by
the pKa of the corresponding carbamate or by the size
of the substituent at the â-lactam C-4 position.
Inhibition of HLE. All â-lactam derivatives 4-6
inhibited HLE in a time-dependent manner, suggesting
that these compounds behave as irreversible inhibitors.
The irreversible nature of the inactivation was shown
in a routine assay, when no reactivation of enzyme
activity was detected even after 4 days of dialysis at 25
°C. The inhibitory potency of compounds 4-6 against
HLE was assessed using Kitz and Wilson’s incubation
method.30 Accordingly, the inactivation of HLE may be
represented by the minimal reaction depicted in eq 1,
where E‚I represents the noncovalent enzyme-inhibitor
complex, E∼I is the covalently bound complex, KI
represents the dissociation constant of the E‚I complex,
Scheme 4a
a (i) EtO2CCHO, TBAB, K2CO3, DCM, reflux 1.5 h; (ii) 4-MeOC6H4COCl, TEA, DCM.
Scheme 5
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and kinact is the first-order rate constant for the chemical
inactivation step. The values of kobs were determined
from plots of ln(v/v0) versus incubation time. Due to
solubility problems with some of the inhibitors, we were
forced to work in the linear region corresponding to eq
2 (Figure 1). In these conditions, eq 2 simplifies to eq 3,
and thus the second-order rate constants for inactivation
were expressed as kobs/[I]. The corresponding values for
compounds 4-6 are presented in Table 2.
The data presented in Table 2 reveal some interesting
features. First, it can be observed that N-(oxazolidin-
2,4-dion-5-yl)azetidin-2-ones 6 are more potent than
their ester, 4, and carbamate, 5, analogues. For ex-
ample, the oxazolidin-2,4-dione 6b is ca. 6 times more
potent than its ester counterpart 4b, while the major
diastereomeric pair of 6d is ca. 3 times more active than
4c. Moreover, introducing an ortho substituent in the
carbamate moiety, that is, 5f, leads to complete loss of
activity for the minor diastereomer, while the major
displays only marginal activity. Second, oxazolidin-2,4-
diones 6 containing an electron-withdrawing substituent
at C-4 of the â-lactam ring display higher inhibitory
activity (6c,d versus 6a), although there is no obvious
correlation between the kobs/[I] values and the Taft σ*
parameter. An electron-withdrawing substituent at C-4
is likely to increase the rate of nucleophilic attack of
Ser-195 hydroxyl at the â-lactam carbonyl group or to
increase the rate of decomposition of the tetrahedral
intermediate by decreasing the pKa of the corre-
sponding amine leaving group. In contrast, C-4 electron-
withdrawing substituents have a minimal effect on
the inhibitory activity exerted by the weak inhibitors
4a-c. Third, there is an apparent lack of stereospeci-
ficity in the inhibition by oxazolidin-2,4-dione deriva-
Table 1. Products and Corresponding Yields for the Reactions of Alcohol Intermediates 12 with Isocyanates
a From 1H NMR analysis. b From yields of isolated diastereomeric pairs. c Only one diastereomeric pair was isolated.
Figure 1. Plot of the first-order rate constant, kobs, for the
inactivation of HLE by compound 6b versus the inhibitor
concentration.















Table 2. Second-Order Rate Constants, kobs/[I], for the



















a Not determined; single pair of enantiomers. b Two pairs of
enantiomers. c No inhibition at 20 µM. d 2, X ) CO2H, R ) Ph from
ref 17. e 3, EWG ) SO2Ph, LG ) OCONHC6H4-4-OMe from ref
20.
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tives 6, as suggested by the relatively small differences
in the kobs/[I] values for each of the diastereomeric pairs
of enantiomers 6c-e. This lack of stereospecificity might
suggest that the enzyme-inhibitor complex for any of
the stereoisomers is able to provide an appropriate
stereochemical orientation and distance between the
Ser-195 hydroxyl group and the â-lactam carbonyl
carbon atom. Nucleophilic attack at a carbonyl carbon
atom can take place within a cone of 30° on each side of
the carbonyl plane,31 and thus there are a number of
possible productive orientations between the enzyme
and inhibitor reactive sites. Another possible explana-
tion for the lack of stereospecificity observed for 6c-e
is that the tetrahedral transition states resulting from
the nucleophilic attack of the Ser-195 residue at the
â-lactam carbonyl group are equally stabilized. It has
been suggested that the stereospecificity in enzymatic
reactions is determined in the transition-state rather
than in the enzyme-inhibitor complexes.32,33
In contrast to the oxazolidin-2,4-diones 6, compounds
4 and 5 are less active than the previously reported
counterparts 3 (Table 2). Since the amines generated
from â-lactam ring opening of 4, 5, and 6 have simi-
lar leaving group abilities, such loss of activity most
likely reflects poorer enzyme molecular recognition of
4 and 5.
Molecular Modeling. To understand the trends
observed in the enzyme assays, the molecular interac-
tions between the more potent oxazolidin-2,4-dione
inhibitors 6 and HLE were studied using the program
Sybyl 6.8. 34 By use of the crystal structure of 6d as a
guide, the lowest energy conformer of each possible
enantiomer and diastereomer of 6a-d (see Experimen-
tal Section) was positioned into the HLE binding cavity
according to the model proposed by Shah et al. for N-acyl
â-lactams,17 in which the inhibitor is bound to the active
site with (1) the hydroxyl group of Ser-195 in a position
to interact with the â-lactam carbonyl carbon atom, (2)
the â-lactam carbonyl oxygen atom pointing toward the
oxyanion hole defined by the backbone of Ser-195 and
Gly-193, and (3) the 3,3-diethyl group occupying the S1
pocket. Finally, the geometry of each isomer docked in
the HLE active site was further energy minimized as
described in the Experimental section.
The docking study with the C-4-unsubstituted inhibi-
tor 6a revealed that the interaction of the corresponding
5′S (see Scheme 2 for numbering of 6) enantiomer with
HLE presents the â-lactam carbonyl carbon atom as
slightly more accessible to the Ser-195 hydroxyl oxygen
when compared with its 5′R isomer (3.1 versus 3.3 Å).
For those inhibitors containing a substituent at C-4 of
the â-lactam ring, the interaction with the HLE active
Figure 2. Molecular docking of diastereomeric pairs of 6b into the active site of HLE (see text for details of docking procedure).
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site varies for each of the four diastereomers (4R,5′R;
4S,5′S; 4R,5′S, and 4S,5′R). Figure 2 shows all isomers
of 6b docked into the HLE active site in the conforma-
tion corresponding to that predicted to lead to the most
favorable energy, in which the two ethyl groups at C-3
are accommodated within the S1 subsite. However, only
diasteromers 4R,5′S and 4S,5′S interact in a manner
that seems to force the â-lactam ring deeper inside the
active site, orienting the â-lactam carbonyl carbon atom
close to Ser-195 hydroxyl oxygen (d < 3Å). This is due,
in part, to enhanced van der Waals contacts between
the C-4 benzoxazolyl moiety with Leu-99 and His-57 and
additional stabilizing interactions between the N-aryl
ring in the oxazolidin-2,4-dione moiety and the Phe-41
and Cys-42 hydrophobic residues. Interestingly, for
those inhibitors with a phenoxy or phenyl sulfone
substituent at C-4 (6c and 6d, respectively), a similar
pattern of interaction with the elastase active site was
observed. Figure 3 compares the relative docked posi-
tions of the 4R,5′S diastereomers of 6b-d in the HLE
active site. There is a close superposition of the â-lactam
rings of 6b-d. Despite the slight relative displacement
of C-4 and N-1 substituents, the distance between the
â-lactam carbonyl carbon atom and the Ser-195 hy-
droxyl oxygen atom is not significantly affected: 2.9, 2.6,
and 2.7 Å for the 4R,5′S isomers of 6b, 6c, and 6d,
respectively. This result is consistent with only a 2-fold
difference in the inhibitory activities of 6b-d. In
contrast, the distance between the â-lactam carbonyl
carbon atom and the Ser-195 hydroxyl oxygen atom in
compounds 4 is consistently higher (3.0-3.2 Å) than
those observed with 6 or those previously reported for
their counterparts 3, which might explain their lower
activity.
Figure 4 shows a model of the tetracoordinate inter-
mediate of the 4R,5′S 6b isomer, which corresponds to
the first intermediate in the reaction coordinate leading
to the inactivation of the Michaelis-Menten inhibitor-
elastase complex. This structure was obtained by creat-
ing a covalent bond between the side chain oxygen atom
of Ser-195 and the carbonyl carbon atom of the â-lactam
ring of the 6b isomer, followed by energy minimization
of the complex. This tetracoordinate intermediate is
stabilized in the “oxy-anion” pocket, defined by hydrogen
bonding with the Gly-193 and Ser-195 NH sites, in a
similar way to that reported for the tetracoordinate
intermediate derived from the Merck N-acyl â-lactams.
In addition, the presence of the oxazolidin-2,4-dione
moiety enables a further stabilization of the intermedi-
ate by hydrogen bonding to the NH of His-57. The same
type of stabilization by Gly-193 and Ser-195 NH’s was
observed for the tetrahedral intermediates derived from
the remaining compounds 6.
Conclusion
N-(Oxazolidin-2,4-dion-5-yl)azetidin-2-ones, 6, are novel
time-dependent irreversible inhibitors of HLE that were
rationally designed on the basis of both the active-site
topology and the catalytic mechanism for the enzyme
reaction with substrates. The inhibitory potency dis-
played by 6 can be ascribed, in part, to the effect of the
oxazolidin-2,4-dione moiety on the leaving group ability
of the amine formed from the decomposition of the
tetrahedral intermediate resulting from the nucleophilic
attack of Ser-195 hydroxyl group at the â-lactam car-
bonyl carbon. In agreement with structure-activity
relationships for other monocyclic â-lactams, we found
that the most active inhibitors 6 contain an electron-
withdrawing substituent at C-4. Compounds 6 contain-
ing a C-4 substituent exist as two diastereomeric pairs
of enantiomers. Interestingly, for each inhibitor, both
diastereomeric pairs of enantiomers exhibit similar
inhibitory activity against HLE. One possible explana-
tion for this apparent lack of stereospecificity is that
the corresponding enzyme-inhibitor complexes might
provide the proper stereochemical orientation and dis-
tance between the Ser-195 hydroxyl group and the
â-lactam carbonyl carbon atom. Comparative docking
experiments with the C-4-substituted N-(oxazolidin-2,4-
dion-5-yl)azetidin-2-one inhibitors 6 suggest that only
Figure 3. Superimposition of the (4R,5′S) diastereomers for
compounds 6b-d. For simplicity, only Ser-195 is shown.
Figure 4. Model of the putative tetrahedral intermediate
formed from the attack of Ser-195 hydroxyl group at the
â-lactam carbonyl carbon atom of the (4R,5′S) diastereomer
of 6b, stabilized by the active site oxoanion hole. The energy
minimization for this complex was done as described in the
text for the Michaelis-Menten complexes.
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the 4R,5′S and 4S,5′S diastereomers consistently inter-
act with the â-lactam carbonyl carbon atom accessible
to the serine hydroxyl oxygen. This finding suggests that
a stereospecific synthesis of these diastereomers alone
should improve inhibitor potency.
Experimental Section
Abbreviations. brs, broad singlet; Bzl, benzyl; COPD,
chronic obstructive pulmonary disease; d, doublet; DCM,
dichloromethane; dd, double doublet; dt, double triplet; HLE,
human leukocyte elastase; MCPBA, meta-chloroperbenzoic
acid; ppm, parts per million; q, quartet; s, singlet; t, triplet;
TBAB, tetrabutylammonium bromide; TEA, triethylamine;
THF, tetrahydrofuran; TLC, thin-layer chromatography; TMS,
tetramethylsilane.
General. Melting points were determined using a Kofler
camera Bock Monoscope M and are uncorrected. The IR spetra
were recorded on a Nicolet Impact 400 FTIR spectrophotom-
eter, and only the most significant absorption bands are
reported. The 1H and 13C NMR spectra were recorded on a
JEOL LA 300 spectrometer (300 MHz) in CDCl3 solutions
unless otherwise stated; chemical shifts, δ, are expressed in
ppm in reference to Me4Si (TMS). Low-resolution mass spectra
were recorded using either VG Mass Lab 20-250 EI-MS or VG
Quattro LCMS instruments. Elemental analyses were per-
formed by Medac Ltd, Brunel Science Centre, Cooper’s Hill
Lane, Englefield Green, Egham TW20 0JZ, U.K. Enzyme
assays were carried out using either Perkin-Elmer Lambda
20 or Shimadzu UV-2100PC spectrophotometers. Solvents and
buffer materials for enzyme kinetics were of analytical reagent
grade and bought from Merck (Germany) or Sigma-Aldrich
(Spain). DCM was dried with CaCl2 and stored with preacti-
vated molecular sieves (4 Å). Both thin-layer chromatography
(TLC) aluminum foil plates covered with silica 60 F254 (0.25
mm) and silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) for preparative
column chromatography were also purchased from Merck.
HLE was obtained from Calbiochem. The HLE substrate,
N-methoxysuccinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-prolyl-L-valyl-p-nitro-
anilide (MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA) was obtained from
Sigma-Aldrich. The 4-acetoxy-3,3-diethylazetidin-2-one start-
ing material, 7, was prepared as reported in the literature.17
3,3-Diethylazetidin-2-one (8). To a solution of 4-acetoxy-
3,3-diethylazetidin-2-one, 7 (1 g, 5.4 mmol), in absolute ethanol
(5 mL) at 0 °C, NaBH4 (0.22 g, 5.9 mmol) was added, and the
resulting suspension was kept at 0 °C for 1 h. Amberlite acid
resin (5 g) was added to the suspension, and the reaction
mixture stirred for a further 30 min. The reaction mixture was
then filtered, and the solvent was evaporated. The resulting
residue was washed with ethyl acetate (200 mL) and filtered.
The solid in the filter was washed with DCM (20 mL). The
organic solutions were combined, the solvents were removed,
and the residue was purified by chromatography on silica gel
using DCM-ethyl acetate (7:3) to give 8 as a colorless oil
(28%); νmax (film) 3266, 2967, 1743, 1460 cm-1; δ 1H NMR
0.92 (6H, t, J ) 7.5 Hz), 1.62 (4H, q, J ) 7.5 Hz), 3.02 (2H, s),
5.64 (1H, brs); δ 13C NMR 8.97, 25.50, 45.31, 61.80, 174.30;
ESI-MS m/z 128 (MH+).
General Procedure for the Synthesis of C-4-Substi-
tuted 3,3-Diethylazetidin-2-ones 9-11. A solution of the
appropriate arylthiol (1,3-benzoxazole-2-thiol or benzenethiol)
or phenol (11.9 mmol) in acetone (12 mL) and 1 M NaOH (14
mmol, 14 mL) was stirred for 10-20 min at room temperature.
4-Acetoxy-3,3-diethylazetidin-2-one, 7 (10.8 mmol), in acetone
(9 mL) was added, and the resulting mixture was stirred at
room temperature, reaction progress being monitored by TLC.
The solvent was evaporated under reduced pressure, and the
resulting water layer was extracted with diethyl ether (2 ×
70 mL). The organic layers were washed with water (60 mL)
and brine (60 mL), dried over MgSO4, and evaporated. The
residue was purified by column chromatography on silica gel
or crystallization. Data for compounds 9-11 can be found in
the Supporting Information.
General Procedure for N-(1-Ethoxycarbonyl-1-hy-
droxy)methylazetidin-2-ones 12. To a stirred solution of
8-11 (1.45 mmol) in dry DCM (1.6 mL) was added ethyl
glyoxalate (4.35 mmol, 0.87 mL of 50% solution), K2CO3 (0.16
g, 1.16 mmol), and tetrabutylammonium bromide (TBAB,
0.187 g, 0.58 mmol). This mixture was refluxed during 80-
120 min and followed by TLC. The excess of ethyl glyoxalate
solution and DCM was evaporated, and the residue was
chromatographed on a small amount of silica gel and DCM-
ethyl acetate 80:20 as eluant to remove the K2CO3 and TBAB.
The products so obtained were used in the subsequent reaction
without further purification. Data for compounds 12 can be
found in the Supporting Information.
General Synthesis of N-{[1-(4-Methoxybenzoyl)oxy-1-
ethoxycarbonyl]methyl}azetidin-2-ones 4. To a cold solu-
tion of the crude 12 (1.2 mmol) in dry DCM (2 mL) was added
4-methoxybenzoyl chloride (0.248 g, 1.45 mmol) and triethyl-
amine (1.45 mmol). After 20 min, the mixture was allowed to
reach room temperature and was stirred for a further 2 h. The
residue obtained after evaporation of the DCM was purified
by sequential column chromatography: in a first column,
mixtures of diethyl ether-light petroleum were used as
eluants, and in a second column, DCM followed by DCM-ethyl
acetate (98:2) were used as eluants.
3,3-Diethyl-N-{[1-(4-methoxybenzoyl)oxy-1-eth-
oxycarbonyl]methyl}azetidin-2-one (4a). Yellow crystals
(27%); mp 52-53 °C; νmax (film) 2969, 1757, 1720, 1606, 1257,
1086 cm-1; δ 1H NMR 0.97 (3H, t, J ) 7.5 Hz), 1.00 (3H, t, J
) 7.5 Hz), 1.31 (3H, t, J ) 7.2 Hz), 1.65-1.78 (4H, m), 3.32
(1H, d, J ) 5.9 Hz), 3.34 (1H, d, J ) 6.0 Hz), 3.87 (3H, s), 4.30
(2H, 2 × dq, J ) 7.2, 10.8 Hz), 6.48 (1H, s), 6.94 (2H, d, J )
9.0 Hz), 8.01 (2H, d, J ) 9.0 Hz); δ 13C NMR 8.66, 8.70, 14.05,
25.31, 47.98, 55.47, 60.67, 62.40, 71.17, 113.77, 120.99, 132.10,
163.95, 164.87, 165.07, 172.72; ESI-MS m/z 363 (MH+); Anal.
(C19H25NO6) C, H, N.
4-(1,3-Benzoxazol-2-ylthio)-3,3-diethyl-N-{[1-(4-meth-
oxybenzoyl)oxy-1-ethoxycarbonyl]methyl}azetidin-
2-one (4b). The two diastereomers (52:48 mixture) coeluted
in the two columns; light yellow crystals (65%); mp 35-40 °C;
νmax (film) 2972, 1789, 1756, 1721, 1358, 1259, 1081 cm-1; δ
1H NMR 0.85 and 0.86 (3H, 2 × t, J ) 7.5 Hz), 1.04 and 1.31
(3H, 2 × t, J ) 7.2 Hz), 1.18 and 1.19 (3H, 2 × t, J ) 7.4 Hz),
1.46-2.14 (4H, m), 3.60-4.41 2H, m), 3.80 and 3.85 (3H, 2 ×
s), 6.39 and 6.53 (1H, 2 × s), 6.55 and 6.60 (1H, 2 × s),
6.66-7.92 (8H, m); δ 13C NMR 8.18, 8.95, 13.71, 14.24, 20.57,
20.81, 24.39, 24.58, 55.64, 62.67, 63,39, 66.84, 66.93, 72.02,
72.70, 73.16, 73.36, 110.48, 110.67, 112.43, 112.84, 113.67,
114.02, 124.39, 124.58, 124.97, 125.04, 132.01, 132.29, 146.90,
163.85, 164.34, 172.22, 180.43; ESI-MS m/z 513 (MH+); Anal.
(C26H28N2O7S) C, H, N.
3,3-Diethyl-N-{[(1-(4-methoxybenzoyl)oxy-1-ethoxy-
carbonyl]methyl}-4-(phenylsulfonyl)azetidin-2-one (4c).
Only one major diastereomer was isolated; white crystals
(24%); mp 110-112 °C; νmax (film) 2974, 1788, 1724, 1327,
1606, 1257, 1083 cm-1; δ 1H NMR 0.91 (3H, t, J ) 7.4 Hz),
1.07 (3H, t, J ) 7.4 Hz), 1.24 (3H, t, J ) 7.2 Hz), 1.72 (1H, dq,
J ) 7.3, 14.8 Hz), 1.84-1.99 (2H, m), 2.43 (1H, dq, J ) 7.5,
14.9 Hz), 3.88 (3H, s), 4.12 (2H, 2 × dq, J ) 7.2, 10.8 Hz), 4.88
(1H, s), 6.42 (1H, s), 6.97 (2H, d, J ) 9.0 Hz), 7.55 (2H, t, J )
7.4 Hz), 7.68 (1H, t, J ) 7.4 Hz), 8.00 (2H, d, J ) 7.4 Hz), 8.07
(2H, d, J ) 9.0 Hz); δ 13C NMR 8.41, 8.83, 13.90, 20.45, 24.51,
55.48, 62.85, 67.73, 71.10, 77.26, 113.86, 120.85, 129.03,
129.36, 132.33, 134.45, 138.45, 164.44, 164.05, 170.85; ESI-
MS m/z 504 (MH)+; Anal. (C25H29NO8S) C, H, N.
Reaction of N-[(1-Ethoxycarbonyl-1-hydroxy)methyl]-
azetidin-2-ones 12 with Isocyanates. The desired isocy-
anate (0.53-0.61 mmol) and triethylamine (0.51 mmol) were
added to a solution of crude 12 (0.51 mmol) in distilled DCM
(1.8 mL). The mixture was stirred at room temperature for
60-90 min. The residue obtained after evaporation of DCM
and triethylamine was purified by column chromatography as
described above for compounds 4.
N-(3-Benzyloxazolidin-2,4-dion-5-yl)-3,3-diethylazeti-
din-2-one (6a). Light yellow crystals (33%); mp 54-56 °C; νmax
(film) 2969, 1821, 1751, 1440, 1379, 1345 cm-1; δ 1H NMR 0.95
(3H, t, J ) 7.4 Hz), 0.96 (3H, t, J ) 7.4 Hz), 1.61-1.76 (4H,
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m), 3.05 (1H, d, J ) 5.1 Hz), 3.07 (1H, d, J ) 5.1 Hz), 4.67
(1H, d, J ) 14.5 Hz), 4.73 (1H, d, J ) 14.5 Hz), 6.02 (1H, s),
7.29-7.40 (5H, m); δ 13C NMR 8.83, 25.32, 25.36, 46.91, 44.41,
62.29, 78.42, 128.87, 128.93, 129.15, 134.38, 153.77, 166.41,




two diastereomers (70:30 mixture) coeluted in two consecutive
columns; light yellow crystals (63%); mp 89-96 °C; νmax (film)
2973, 1831, 1788, 1758, 1408, 1356 cm-1; δ 1H NMR 0.83 and
0.83 (3H, 2 × t, J ) 7.5 Hz), 1.15 and 1.20 (3H, 2 × t, J ) 7.3
Hz), 1.42-2.07 (4H, m), 2.33 and 2.35 (3H, 2 × s), 5.59 and
5.76 (1H, 2 × s), 6.50 and 6.53 (1H, 2 × s), 7.16-7.84 (8H, m);
δ 13C NMR 7.94, 8.02, 8.62, 8.66, 20.65, 21.16, 21.34, 24.11,
24.46, 67.50, 67.94, 72.40, 72.75, 78.00, 78.62, 110.71, 110.79,
112.50, 112.70, 124.99, 125.04, 125.31, 125.65, 125.74, 127.34,
127.44, 128.20, 130.13, 130.18, 130.22, 139.90, 146.71, 146.85,
152.15, 164.96, 171.49, 179.96; ESI-MS m/z 466 (MH+); Anal.
(C24H23N3O5S) C, H, N.
N-[(1-Benzylaminocarbonyloxy-1-ethoxycarbonyl)-
methyl]-3,3-diethyl-4-phenoxyazetidin-2-one (5c). Only
one diastereomer was isolated; colorless oil (17%); νmax (film)
3365, 2971, 1781, 1763, 1736, 1493, 1224 cm-1; δ 1H NMR
1.00 (3H, t, J ) 7.6 Hz), 1.03 (3H, t, J ) 7.6 Hz), 1.26 (3H, t,
J ) 7.2 Hz), 1.68 (1H, dq, J ) 7.3, 14.7 Hz), 1.75-1.85 (2H,
m), 1.92 (1H, dq, J ) 7.4, 14.9 Hz), 4.13-4.44 (2H, m), 4.34
(1H, d, J ) 15 Hz), 4.41 (1H, d, J ) 15 Hz), 5.23 (1H, t, J )
5.6 Hz), 5.50 (1H, s), 6.33 (1H, s), 6.86 (2H, d, J ) 7.9 Hz),
7.03 (1H, t, J ) 7.4 Hz), 7.26-7.36 (7H, m); δ 13C NMR 8.84,
9.24, 14.12, 22.21, 23.97, 45.38, 62.61, 65.44, 71.73, 87.09,
116.74, 122.97, 127.81, 127.90, 128.93, 129.94, 158.83, 154.09,
165.19, 170.85; ESI-MS m/z (%) 455 (MH)+; Anal. (C25H30N2O6)
C, H, N.
N-(3-Benzyloxazolidin-2,4-dion-5-yl)-3,3-diethyl-4-phe-
noxyazetidin-2-one (6c). Major diastereomer; white crystals
(26%); mp 88-90 °C; νmax (film) 2971, 1824, 1783, 1752, 1440,
1376, 1344, 1223 cm-1; δ 1H NMR 1.03 (3H, t, J ) 7.5 Hz),
1.71 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8 Hz), 1.78-1.88 (2H, m), 1.95 (1H,
dq, J ) 7.4, 15 Hz), 4.43 (2H, s), 5.54 (1H, s), 5.88 (1H, s),
6.83 (2H, d, J ) 7.5 Hz), 7.06 (1H, t, J ) 7.5 Hz), 7.16-7.34
(7H, m); δ 13C NMR 8.79, 9.13, 21.76, 23.95, 44.36, 65.95, 77.65,
87.06, 116.98, 123.63, 128.75, 128.83, 129.05, 130.28, 134.03,
156.12, 153.38, 166.06, 171.44; ESI-MS m/z 409 (MH+). Anal.
(C23H24N2O5) C, H, N. Minor diastereomer; light yellow oil
(17%); νmax (film) 2970, 1834, 1781, 1753, 1492, 1376, 1345,
1223 cm-1; δ 1H NMR 1.02 (3H, t, J ) 7.5 Hz), 1.03 (3H, t, J
) 7.5 Hz), 1.72 (1H, dq, J ) 7.4, 14.8 Hz), 1.78-1.88 (2H,
m), 1.96 (1H, dq, J ) 7.4, 15.1 Hz), 4.36 (1H, d, J ) 14.5 Hz),
4.44 (1H, d, J ) 14.5 Hz), 5.57 (1H, s), 5.88 (1H, s), 6.82
(2H, d, J ) 7.5 Hz), 7.05 (1H, t, J ) 7.5 Hz), 7.18-7.31 (7H,
m); δ 13C NMR 8.56, 8.88, 21.66, 23.64, 44.00, 65.47, 76.92,
87.74, 116.14, 116.75, 123.24, 128.73, 128.83, 130.07, 133.83,
156.05, 153.34, 166.06, 171.23; ESI-MS m/z 409 (MH+); Anal.
(C23H24N2O5) C, H, N.
N-(3-Benzyloxazolidin-2,4-dion-5-yl)-3,3-diethyl-4-
(phenylsulfonyl)azetidin-2-one (6d). Major diastereomer;
white crystals (27%); mp 54-56 °C; νmax (film) 2973, 1827,
1789, 1751, 1443, 1334, 1155 cm-1; δ 1H NMR 0.70 (3H, t, J )
7.4 Hz), 0.89 (3H, t, J ) 7.5 Hz), 1.49 (1H, dq, J ) 7.3, 15 Hz),
1.59 (1H, dq, J ) 7.4, 14.9 Hz), 1.78 (1H, dq, J ) 7.4, 14.9
Hz), 2.04 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8 Hz), 4.54 (1H, d, J ) 14.5 Hz),
4.55 (1H, s), 4.60 (1H, d, J ) 14.3 Hz), 5.60 (1H, s), 7.23-7.85
(10H, m); δ 13C NMR 8.70, 9.28, 20.31, 25.33, 45.15, 68.13,
78.05, 78.37, 129.23, 129.48, 129.68, 129.88, 130.37, 134.47,
135.59, 137.37, 153.80, 166.46, 172.11; ESI-MS m/z 475
(MNH4+); Anal. (C23H24N2O6S) C, H, N.
Minor diastereomer; white crystals (13%); mp 170-173 °C;
νmax (film) 2973, 1826, 1788, 1752, 1443, 1333, 1155 cm-1; δ
1H NMR 0.76 (3H, t, J ) 7.4 Hz), 0.93 (3H, t, J ) 7.5 Hz),
1.62 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8 Hz), 1.77 (2H, m), 2.24 (1H, dq, J
) 7.3, 14.6 Hz), 4.53 (1H, d, J ) 15.4 Hz), 4.64 (1H, d, J )
15.2 Hz), 4.93 (1H, s), 5.17 (1H, s), 7.25-7.96 (10H, m); δ 13C
NMR (CD3CN) 8.06, 8.49, 20.14, 24.77, 44.19, 67.50, 77.36,
79.62, 128.59, 129.12, 129.45, 130.38, 135.12, 135.63, 138.08,
154.15, 166.41, 171.88; ESI-MS m/z 475 (MNH4+). Anal.
(C23H24N2O6S) C, H, N.
3,3-Diethyl-N-[3-(4-methoxyphenyl)oxazolidin-2,4-dion-
5-yl]-4-(phenylsulfonyl)azetidin-2-one (6e). Major diaste-
reomer; recrystallized from acetone-light petroleum; white
crystals (33%); mp 139-141 °C; νmax (film) 2974, 1826, 1755,
1789, 1515, 1368, 1333, 1254 cm-1; δ 1H NMR 0.76 (3H, t, J )
7.4 Hz), 0.97 (3H, t, J ) 7.5 Hz), 1.49 (1H, dq, J ) 7.3, 15 Hz),
1.68 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8 Hz), 1.85 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8
Hz), 2.00 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8 Hz), 3.84 (3H, s), 4.72 (1H, s),
6.20 (1H, s), 7.00 (2H, d, J ) 9.1 Hz), 7.37 (2H, d, J ) 9.1 Hz),
7.63 (2H, t, J ) 7.4 Hz), 7.74 (1H, t, J ) 7.4 Hz), 8.02 (2H, d,
J ) 7.4 Hz); δ 13C NMR 7.98, 8.61, 19.65, 24.68, 55.56, 67.14,
77.16, 78.14, 114.73, 122.92, 127.45, 129.43, 129.75, 135.11,
135.53, 152.59, 160.18, 165.48, 171.53; ESI-MS m/z 490
(MNH4+); Anal. (C23H24N2O7S) C, H, N. Minor diastereomer;
white crystals (17%); mp 89-91 °C; νmax (film) 2971, 1824,
1785, 1757, 1515, 1331, 1303, 1254 cm-1; δ 1H NMR 0.82 (3H,
t, J ) 7.4 Hz), 1.0 (3H, t, J ) 7.5 Hz), 1.63-1.75 (2H, m), 1.89
(1H, dq, J ) 7.3, 14.7 Hz), 2.22 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8 Hz),
3.81 (3H, s), 4.69 (1H, s), 5.58 (1H, s), 6.98 (2H, d, J ) 9.2
Hz), 7.37 (2H, d, J ) 9.2 Hz), 7.66 (2H, t, J ) 7.3 Hz), 7.76
(1H, t, J ) 7.3 Hz), 8.06 (2H, d, J ) 7.3 Hz); δ 13C NMR 8.48,
9.05, 20.17, 24.93, 55.95, 67.41, 78.15, 78.89, 115.15, 123.33,
127.90, 129.76, 130.25, 135.56, 137.41, 160.74, 166.3, 172.22;
ESI-MS m/z (%) 490 (MNH4+); Anal. (C23H24N2O7S) C, H, N.
3,3-Diethyl-N-[1-ethoxycarbonyl-1-(2-methoxycarbo-
nylphenyl)amino-carbonyloxy]-methyl-4-(phenylsulfo-
nyl)azetidin-2-one (5f). Major diastereomer; recrystallized
from diethyl ether-light petroleum; white crystals (11%); mp
117-119 °C; νmax (film) 3264, 2974, 1790, 1747, 1693, 1532,
1269, 1205 cm-1; δ 1H NMR 1.05 (3H, t, J ) 7.3 Hz), 1.09 (3H,
t, J ) 7.4 Hz), 1.13 (3H, t, J ) 7.2 Hz), 1.79 (1H, dq, J ) 7.3,
14.7 Hz), 1.98 (1H, dq, J ) 7.3, 14.6 Hz), 2.10 (1H, dq, J )
7.3, 14.9 Hz), 2.48 (1H, dq, J ) 7.3, 14.8 Hz), 3.96 (3H, s),
3.86 (1H, dq, J ) 7.2, 10.6 Hz), 4.01 (1H, dq, J ) 7.2, 10.5
Hz), 4.93 (1H, s), 6.45 (1H, s), 7.05-8.41 (9H, m), 10.85
(1H, brs); δ 13C NMR 8.66, 8.91, 13.87, 20.59, 24.59, 52.45,
62.79, 68.48, 70.55, 77.42, 114.93, 119.03, 122.32, 129.28,
129.40, 130.90, 134.25, 134.74, 138.36, 140.87, 150.78, 164.10,
168.65, 170.97; ESI-MS m/z 564 (MNH4+); Anal. (C26H30N2O9S)
C, H, N.
Minor diastereomer; white crystals (8%); mp 115-117 °C;
νmax (film) 3263, 2973, 1789, 1748, 1531, 1452, 1268, 1206 cm-1;
δ 1H NMR 0.89 (3H, t, J ) 7.3 Hz), 1.05 (3H, t, J ) 7.5 Hz),
1.26 (3H, t, J ) 7.2 Hz), 1.69 (1H, dq, J ) 7.5, 15.1 Hz), 1.81-
1.97 (2H, m), 2.38 (1H, dq, J ) 7.3, 14.7 Hz), 3.95 (3H, s), 4.24
(2H, 2 × dq, J ) 7.2, 9.9 Hz), 4.63 (1H, s), 5.66 (1H, s), 7.05-
8.33 (9H, m), 10.75 (1H, brs); δ 13C NMR 8.35, 8.73, 13.90,
19.98, 24.39, 52.43, 62.92, 67.30, 74.01, 78.51, 115.19, 118.97,
122.35, 128.81, 129.61, 130.95, 134.57, 134.62, 138.05, 140.69,
150.77, 164.14, 168.25, 170.97; ESI-MS m/z 564 (MNH4+);
Anal. (C26H30N2O9S) C, H, N.
HLE Inhibition Studies. Assays were performed at 25 °C
in 0.1 M pH 7.2 HEPES buffer. The substrate used was MeO-
Suc-Ala-Ala-Pro-Val-p-NA, and stock solutions were made up
in DMSO. Enzyme activity was monitored by following the
appearance of the p-nitroaniline product at 410 nm. Reactions
were started by addition of inhibitor stock solution in DMSO
(20 µL) to the incubation solution containing HLE (10 µL from
a 20 µM stock solution in pH 5.0 acetate buffer) and HEPES
buffer (970 µL). At various time intervals the HLE activity
was assayed by diluting 100 µL aliquots of the incubation
solution into 880 µL of 0.1 M pH 7.2 HEPES buffer and 20 µL
of the substrate 50 mM stock solution. Initial rates were
monitored over a period of 60 s, and the gradients of the slopes
obtained were used as a measure of enzyme activity. In all
cases, assays of control incubations were performed at the
same time as inhibitor incubations. Pseudo-first-order rate
constants of inactivation, kobs, were obtained from plots of %
activity (v/v0) against time, where v is the initial rate at time
t and v0 is the initial rate of the control incubation. In the same
experimental conditions, the Km value for the hydrolysis of
4868 Journal of Medicinal Chemistry, 2005, Vol. 48, No. 15 Moreira et al.
MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-p-NA by HLE is 0.16 ( 0.05 mM,
which compares favorably with the value of 0.14 mM reported
by Nakajima et al.35
Molecular Modeling. The structures of all enantiomers
and diastereomers of compounds 6a-d were energy- mini-
mized using the MMFF94s force field.36 The HLE structure
used (PDB code 1HNE37) was obtained by deletion from the
active site of the ligand (methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Ala
chloromethyl ketone) present in the crystal structure and
prepared using WHATIF38 (for addition of hydrogen atoms and
optimization of hydrogen bonds) and the Biopolymer module
of Sybyl. Histidine protonation states were assigned according
to their surrounding environment. Inhibitors were modeled in
the active site using the model proposed by Shah et al. for
N-acyl â-lactams,17 and energy minimization of the complex
was performed on a region comprising all residues in the
protein within a distance of 6 Å from the atoms of the ligand
using the MMFF94s force field.36 All minimization procedures
were performed using a simplex initial optimization, gradient
termination (0.001 kcal‚mol-1‚Å-1), and a distance-dependent
dielectric function.
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